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Durante o a progressão tumoral, as células cancerígenas perdem acesso ao oxigénio 
(hipóxia) e à disponibilidade de nutrientes devido ao crescimento celular rápido e 
descontrolado. O HIF- α é o principal fator de transcrição que regula a resposta hipóxica 
ativando genes responsáveis pela sobrevivência das células cancerígenas. Vários estudos 
têm demonstrado que células sujeitas a um stress hipóxico exibem níveis elevados de 
espécies reativas de oxigénio (ERO) comparadas a células em normóxia. Devido às 
propriedades reativas destas espécies, as ERO podem contribuir para a oxidação de 
proteínas, peroxidação de lípidos e danos no DNA que podem resultar na morte celular 
ou mutagénese. Contudo, a ERO peróxido de hidrogénio (H2O2) é um segundo 
mensageiro importante na ativação de várias vias de sinalização que regulam a 
proliferação, diferenciação, migração e apoptose. Os sistemas antioxidantes têm 
certamente um papel fundamental na progressão tumoral durante condições de hipóxia 
regulando os níveis de ERO de forma a evitar que estes atinjam níveis letais para a célula. 
O nosso laboratório identificou recentemente uma proteína com função reguladora redox, 
a anexina A2 (ANXA2) e provou que a sua função antioxidante tem um papel crucial na 
progressão tumoral e resistência a quimioterapêuticos. Neste estudo propus-me a 
investigar o papel da ANXA2 em vias de sinalização durante a hipóxia. A ativação de 
vias de sinalização em linhas celulares cancerígenas pré estabelecidas com a depleção 
(knockdown) de ANXA2 como MDA MB 231, HT1080 e A549, e respetivos controlos 
foi estudada por western blot, estas células foram submetidas a tratamentos com CoCl2, 
um agente indutor de hipóxia química e a hipóxia real (1% O2) , durante diferentes 
intervalos de tempo. Para estudar possíveis alterações génicas, recorreu-se à técnica de 
qRT-PCR utilizando células sujeitas à hipóxia vs células controlo. Ensaios de 
iodoacetamida biotinilada BIAM foram realizados por forma a estudar alterações redox 
em proteínas durante a hipóxia (1% O2). Os níveis intracelulares de ERO foram 
analisados em células depletadas de ANXA2 vs controlo as quais foram submetidas a um 
tratamento de hipóxia química com CoCl2. Os nossos resultados mostram que a depleção 
de ANXA2 nas três linhas celulares levam a uma maior acumulação de HIF-α comparado 
a células controlo. Curiosamente em células HT1080 e A549 depletadas de ANXA2 
observou-se a acumulação de HIF 2-α, o que não aconteceu nas células controlo. Também 
se observou a acumulação e sobre-expressão de PRDX II, (proteína antioxidante) em 
células MDA MB 231 depletadas de ANXA2 comparativamente com as células controlo. 
Estas células poderão estar a tentar compensar a depleção de ANXA2, aumentando os 
níveis de outra proteína antioxidante, a PRDX II. Os resultados revelaram um aumento 
significativo de VEGFD nas células A549, depletadas de ANXA2, comparado às células 
controlo. Os resultados de expressão génica revelaram que a depleção de ANXA2 afetou 
a expressão de genes alvo de HIF-α como o GLUT1.  
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During tumour development cancer cells suffer oxygen deprivation (hypoxia) due to the 
very rapid and uncontrolled cell growth in conjunction with a poor blood supply. HIF is 
the main transcription factor that drives the hypoxic response leading to the expression of 
many target genes that regulate survival of cancer cells.  Several studies have established 
that cancer cells undergoing hypoxic stress exhibit higher levels of reactive oxygen 
species (ROS) compared to non-hypoxic cancer cells. Due to their reactive properties 
ROS contribute to protein oxidation, lipid peroxidation and DNA damage that can 
ultimately result in cell death. However the ROS, hydrogen peroxide (H2O2) is an 
important second messenger in a large number of signaling pathways that regulate 
proliferation, differentiation, migration and apoptosis. The cellular antioxidant systems 
might play a main role in tumour progression during hypoxia regulating the maintenance 
of low to moderate levels of ROS while avoiding overload of ROS that can induce cell 
death. Our laboratory identified a novel redox regulatory function for annexin A2 
(ANXA2) and showed that its antioxidant function plays a crucial role in supporting 
tumour growth and chemoresistance. With this project I investigated the role played by 
ANXA2 in oncogenic signaling pathways during hypoxia. Here, the activation of 
signalling pathways in pre-established MDA MB 231, HT1080 and A549 cancer cell lines 
with knockdown for ANXA2 and respective control cells was investigated by western 
blotting upon treatment of these cells with CoCl2 a chemical hypoxia inducer and by 
exposing the cells to 1% of O2  (real hypoxia) for different time points. qRT-PCR was 
performed to study alterations in gene expression upon ANXA2 depletion and hypoxia 
treatment compared to control cells. Biotinylated Iodoacetamide (BIAM) assays were 
done to assess the oxidation of reactive Cys residues in redox sensitive proteins upon 
hypoxia (1% O2). Intracellular ROS level was also analyzed in ANXA2 depleted versus 
control cancer cells upon treatment with CoCl2. Our results show that ANXA2 depletion 
in the three cancer cell lines induce higher accumulation of HIF-α compared to control 
cells. Interestingly, in HT1080 and A549 ANXA2 depleted cells we observed 
accumulation of HIF 2- α which was not observed in control cells. We observed 
upregulation of PRDX II (a redox regulatory protein) in ANXA2 depleted MDA MB 231 
cells. ANXA2 knockdown cells might be upregulating PRDX II to compensate for the 
loss of the ANXA2 redox regulatory protein.  In A549 ANXA2 depleted cells we 
observed a higher and significant accumulation of VEGFD compared to control cells. 
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“A mente que se abre a uma nova ideia jamais voltará ao seu tamanho original.” 
 
Oliver Wendell Holmes 










As células normais colaboram umas com as outras construindo tecidos e órgãos 
até a formação de um organismo adulto. Esta comunicação é feita de forma controlada 
pelas células vizinhas que asseguram o tamanho e arquitetura adequados dos tecidos e 
órgãos de modo a garantir o bom funcionamento do organismo 1. Isto significa que uma 
célula normal apenas se divide quando lhe é dada essa instrução pelas células vizinhas. 
Uma célula cancerígena por seu lado, não respeita as instruções que lhe são atribuídas 
pelo seu microambiente, o que se reflete na sua proliferação desregulada, podendo até 
adquirir a capacidade de migrar desde o tecido onde foi originada e invadir outros tecidos 
2. A anormalidade das células cancerígenas se desenvolve de forma gradual e progressiva 
até adquirir um comportamento agressivo e invasivo (malignidade), estas fases de 
desenvolvimento podem ser visíveis a nível histológico. A acumulação progressiva de 
mutações que afetam a proliferação e sobrevivência permite que as células cancerígenas 
alterem o seu comportamento tornando-se independentes dos mecanismos normais de 
controlo do ciclo celular 1.  
As células malignas podem então apresentar numerosas mutações/ alterações 
genéticas desde, rearranjos, amplificações, deleções, mutações de nucleótidos, metilação 
e acetilação do DNA entre outras que podem resultar na inativação de genes supressores 
de tumor, genes que inibem a proliferação celular (p53, Rb, APC, PTEN, entre outros) 
e/ou ativação de proto-oncogenes, genes que induzem a tumorigénese (MYC, RAS, ABL, 
BCL-2, entre outros) através do controlo do ciclo celular, sobrevivência, apoptose, 
imortalização e reparação de DNA.  
Assim, esta transformação de uma célula normal numa célula neoplásica é 
caracterizada por três etapas, nomeadamente: Iniciação, Promoção e Progressão – figura 
1.1. O passo de iniciação compreende mutações devido a danos no genoma que podem 
ser originadas por fatores exógenos e/ou endógenos. Os conservantes utilizados na 
preservação da comida, estilo de vida, álcool, tabaco, radiação ionizante, compostos 
químicos, asbestos e xenobióticos são alguns exemplos de fatores extrínsecos com 
potencial carcinogénico. De entre os agentes intrínsecos destacam-se: a disrupção do 




sistema imune e subsequente infamação crónica (ex cirrose), metabolismo (ex. formação 
de radicais livres durante a respiração aeróbia), mutações hereditárias.No entanto, apenas 
5 % dos cancros são hereditários e os restantes 95 % devem-se sobretudo a fatores 
extrínsecos 3,4. 
Na fase de promoção, existe um crescimento clonal seletivo da célula alterada que 
dá origem a uma pré-neoplasia. O crescimento e proliferação celular são crucias para a 
última etapa do desenvolvimento tumoral: Progressão; nesta fase as células adquirem 
mutações necessárias para se deslocarem do seu ambiente de origem, migrarem e 
invadirem outros tecidos formando novos focos tumorais, ou tumores secundários 
designados por metástases 1,5.  
Figura 1.1 - Modelo da carcinogénese: Iniciação, Promoção e Progressão. A carcinogénese começa quando 
uma célula geneticamente alterada de uma população normal sustem capacidades proliferativas e de sobrevivência 
conseguindo escapar à morte celular e prevalecendo nessa população - Iniciação. Esta célula aparentemente normal dá 
origem a inúmeros clones (hiperplasia). Após alguns anos, uma destas células adquire novas mutações que levam um 
crescimento descontrolado, perda da orientação, resistência à apoptose, alterações na forma, no tamanho e número de 
mitoses (Displasia) levando à formação de tumores – Promoção. As células continuam a adquirir alterações genéticas 
que levam um tumor benigno degradar a matriz extracelular e invadir os tecidos e vasos sanguíneos ou linfa passando 
a ser considerado maligno - Progressão. As células nesta fase de migração, extravasam a vasculatura e quando 
encontram condições propícias ao seu desenvolvimento estabelecem novos tumores designados de metástases. 
Adaptado de Weinberg 1996. 
 
O fenótipo maligno é portanto o resultado destas alterações que permitem à célula 
ganhar uma série de características que lhes confere vantagens como a inibição do sistema 
imune, aquisição de recetores de superfície, enzimas para degradar/proteolisar barreiras 
anatómicas, citoquinas e fatores angiogénicos para facilitar a mobilidade e o aporte de 
nutrientes e oxigénio. Consequentemente, estas alterações levam a mudanças do 




comportamento celular como: crescimento descontrolado, resistência a inibição por 
contato, instabilidade genómica e propriedades metastáticas -ver figura 1.2. 
 
Descobertas feitas por arqueologistas revelaram a ancestralidade do cancro: a 
análise de um esqueleto humano com cerca de 2700 anos revelou evidências de um cancro 
da próstata que se espalhou para os ossos. Outras evidências foram encontradas em 
múmias, fósseis de animais e outros primatas 6. 
 Hipócrates, físico grego e pai da medicina (460-370 a.C.), descreveu pela 
primeira vez o cancro como um “caranguejo” devido à irrigação sanguínea na maioria 
dos tumores semelhante a um organismo com várias patas, um caranguejo 6,7. São raras 
as evidências na pré-história de cancro em humanos, no entanto, a falta de evidência e 
métodos de diagnóstico deixa muitas lacunas por preencher de como e o que é que levou 
ao desenvolvimento do cancro nestes organismos 7.  
Ao longo dos anos a incidência de cancro na população tem vindo a aumentar, 
podendo ser devido a dois fatores principais: aumento da esperança média de vida, pois 
ao longo dos anos os nossos mecanismos de reparação de danos no DNA deixam ser tão 
eficazes, e exposição a agentes cancerígenos como tabaco, químicos, radiação, infeções 
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Figura 1.2. Marcas do cancro. A investigação avançada no cancro revelou inúmeras capacidades que as células 
cancerígenas adquiriram para escapar aos mecanismos de defesa do nosso organismo e formar neoplasias. A 
instabilidade genómica e alterações génicas devido a mutações são os principais guias da progressão tumoral. Os 
processos inflamatórios designados para combater as infeções e restabelecer o tecido após um corte podem favorecer o 
crescimento e sobrevivência do tumor através dos sinais citoquímicos enviados pelas células do sistema imune. O 
crescimento tumoral pode levar a zonas de hipóxia obrigando as células a recrutarem fatores indutores de novos vasos 
sanguíneos, favorecendo a malignidade e originando tumores secundários devido à capacidade de invasão e 
metastização que estas células desenvolvem. Adaptado de 110 




transformações necessárias, sem serem reparadas pela maquinaria da célula e então se 
transformar numa célula cancerígena. Por este motivo, o cancro é mais comum em 
pessoas com idade mais avançada 6. 
Cerca de 90% das mortes relacionadas com o cancro devem-se à formação de 
metástases. O cancro constitui um enorme problema de saúde global causando mais 
mortes do que o HIV, tuberculose e malária em conjunto. Em 2008 foram diagnosticados 
12.7 milhões de casos e registadas cerca de 7.6 milhões de mortes causadas por cancro 
no mundo segundo a American Cancer Society. Em 2030 são estimados cerca de 21.4 
milhões de novos casos e espera-se cerca de 13.2 milhões de mortes associadas ao cancro 
devido ao crescimento e envelhecimento da população 3. 
Segundo a Organização Mundial de Saúde, em Portugal a mortalidade por cancro 
mais comum nos homens deve-se a cancro do pulmão (19.3%), colo rectal (15.3%), 
próstata (11.8%), gástrico (9.7%) e pancreático (4.8%). Nas mulheres, as mortes mais 
comuns devem-se principalmente a cancro da mama (16.9%), colo rectal (16.3%), 
gástrico (9.4%), pulmão (8%) e linfomas (6.2%). Estes dados são referentes a 2014 9. 
Apesar dos avanços na ciência e sobretudo na investigação em cancro, todos os 
esforços são necessários para compreender melhor esta doença e torna-se cada vez mais 
necessário incentivar a adoção de novas medidas e estilos de vida diferentes na população 
como: dietas saudáveis, atividade física, entre outros de forma a prevenir um dos maiores 






Durante a progressão tumoral, a expansão e crescimento das células cancerígenas 
podem levar à formação de massas compactas (tumores sólidos). A proliferação rápida, 
anomalias estruturais e funcionais e a alta taxa metabólica associadas podem causar uma 
grande redução de O2 dentro do tumoraté valores fisiológicos muito baixos 
10,11. Esta 
redução, conhecida como hipóxia tumoral, é característica de tumores sólidos. Devido ao 
aumento de massa tumoral as células do centro desta massa ficam sob tensões muito 
baixas de oxigénio, e não conseguem ter acesso aos suplementos essenciais para continuar 
a dividir-se 12,13. 




A descoberta da hipóxia tumoral é relativamente recente. Foi há 60 anos, quando 
Thomlinson and Gray observaram que os tumores apresentavam regiões com baixos 
níveis de oxigénio e viram que havia uma relação de distribuição entre áreas necróticas e 
a vasculatura 13.  
Hypoxia inducible factor (HIF) é um sensor molecular de O2 que atua como fator 
de transcrição responsável pela transcrição de genes que promovem a proliferação, 
sobrevivência celular e adaptação a condições de hipóxia. O HIF pertence a uma família 
de fatores de transcrição caracterizada como basic-loop-helix-loop  que se liga ao DNA 
na forma de heterodímero; na sua constituição verifica-se uma subunidade α regulada por 
oxigénio (HIF -1α; HIF-2α; HIF-3α) e uma subunidade  HIF-1β, metabolicamente 
estável, a qual dimeriza com HIF-α em condições de hipóxia 14,15. Todas as isoformas α 
agem como sensores dos níveis de oxigénio 16. 
O HIF-α é então produzido em condições de normóxia no citoplasma com tempo 
médio de vida de 10 minutos 2. Contudo, quando a quantidade de O2 exigida é superior à 
disponível, as células entram em hipóxia e consequentemente sofrem uma crise 
metabólica que as obriga a adaptar-se a esta situação por forma a sobreviverem 17. Desta 
forma, o tempo de vida do HIFα é mais longo em hipóxia, ativando inúmeras vias de 
sobrevivência o que lhe confere a característica de um importante regulador metabólico. 
A regulação deste fator é controlada sobretudo pelos níveis de O2 disponíveis, ou seja, 
menos oxigénio mais estabilidade da proteína HIF α 18.  
A maioria do O2 é consumido pela mitocôndria deixando uma parte livre para 
outras di-oxigenases não mitocondriais como é o caso das hidroxilases de prolina (prolyl 
hidroxilases, PHD) e do fator de inibição do HIF (factor inhibiting HIF, FIH) 17. As PHD 
têm como substrato o HIF-α ao qual adicionam grupos hidroxilo (OH) que são 
reconhecidos, mais tarde, pela ligase de ubiquitina pVHL, uma proteína supressora de 
tumores que também é responsável pelo recrutamento de outros elementos que 
conjuntamente com as elonguinas B, C e cullin-2 formam um complexo de ubiquitinases 
levando o HIF α à degradação pelo proteossoma 19. O FIH, por outro lado, hidroxila o 
resíduo de Asp803 de HIF - α, inibindo a interação da subunidade α com o complexo 
CBP/p300 e a subunidade HIF -1β 17.  
Em condições de hipóxia este ciclo produção-degradação é interrompido visto que 
as hidroxilases ficam impossibilitadas de exercer a sua função sem O2 
19. A concentração 
celular de HIF-α aumenta no citosol e migra para o núcleo onde dimeriza com o complexo 




HIF -1β e se associa aos co-factores CBP/p300 resultando na transcrição de genes 
envolvidos na sobrevivência, angiogénese, eritropoiese, glicólise e transporte de glucose 
para dentro das células permitindo que sobrevivam em condições adversas – ver figura 
1.3 (Weinberg, 2014). 
 
Figura 1.3. Hypoxia inducible factor alpha (HIF – α) é gerado no citoplasma. Em condições de normóxia 
é hidroxilado pelas PDH e marcado com ubiquitinas (pela pVHL) e posteriormente degradado via proteossoma. Em 
condições de hipóxia, as PDH são impossibilitadas de exercer a sua função devido ao défice de O2 e HIF-α é estabilizado 
e migra para o núcleo onde dimeriza com a sub-unidade HIF -1β, metabolicamente estável, e se associa ao complexo 
CBP/p300 induzindo a transcrição de genes que promovem a sobrevivência, mecanismo glicolítico, adaptação 
metabólica, etc. Adaptado de 2.   
 
 
1.2.1 Resposta hipóxica 
 
   
Na década de 90, Semenza et al preconizou a identificação de uma região 
promotora em alguns genes relacionados com a homeostasia sistémica, local ou 
intracelular, sobrevivência, proliferação ou genes cuja expressão está de certa forma 
relacionada com os níveis intracelulares de O2 
20.   
 Hoje sabe-se que HIF é um fator de transcrição que regula uma grande variedade 
de genes cuja função vai desde a proliferação celular (ex. ciclinas, IGF, TGF), 
sobrevivência (ex. IGF-BP, TGF), apoptose (ex. NIP3), motilidade (TGF), eritopoiese 

































tipo V, UPAR), metabolismo glicolítico (GLUT1, LDHA, ENO), resistência a drogas 
(MDR1), entre outros 21–23.  
Existem dois fatores maioritariamente envolvidos na resposta ao stress hipóxico:  
AMPK (AMPK-activated protein kinase) e o HIF. A AMPK atua como um sensor de 
energia, sensível a mudanças da concentração de ATP intracelular. 
Um dos mecanismos imprescindíveis às células cancerígenas, é o mecanismo 
glicolítico (por exemplo, via GLUT1, LDHA) e importe de ATP durante a hipóxia; o 
aumento da atividade transcricional de HIF leva a um aumento significativo do importe 
de glucose e consequentemente da quantidade de ATP mediada pela glicólise, a via 
primária de produção de ATP nas células cancerígenas; 1 molécula de glicose 
metabolizada em 2 ATP– ver figura 1.4. No entanto, apesar da respiração oxidativa ser 
muito mais vantajosa a nível energético (32 ATP) as células cancerígenas mantêm o 
mecanismo glicolítico mesmo na presença de oxigénio – chamado efeito de Warburg 17. 
Uma possível explicação para esta preferência deve-se ao facto da glicólise atuar como 
um gerador independente de ATP cujos intermediários funcionam como precursores de 
moléculas envolvidas no crescimento e proliferação celular como por exemplo, na 
biossíntese de ácidos nucleicos, aminoácidos e lípidos. Desta forma, ao bloquear o último 
passo da glicólise (ciclo de Krebs), as células cancerígenas asseguram a acumulação dos 
intermediários necessários para a biossíntese 2,24,25. Este bloqueio é possível devido à 
ativação da cinase desidrogenase de piruvato (piruvate dehydrogenase kinase, PDK) por 
HIF que por sua vez inibe a desidrogenase de piruvato mitocondrial (piruvate 
dehydrogenase, PDH) reduzindo o importe de piruvato (e conversão para acetil CoA) 
para o ciclo do ácido Tricarboxílico ou ciclo de Krebs ver figura 1.4. O subtrato 2-
oxoglutarato é um dos intermediários do ciclo de Krebs, utilizado pelas PHD para exercer 
a sua atividade de hidroxilase. O facto das células reduzirem/inibirem a atividade do ciclo 
de Krebs e o consumo de oxigénio, não só economiza a utilização de O2, como também 
contribui para a acumulação de HIF-α por redução de uns dos substratos das PHD23. Visto 




que a glicólise consegue atuar independentemente dos níveis de O2 acaba por ser muito 
mais vantajoso manter um mecanismo glicolítico, pelas razões mencionadas acima 25.  
Um dos principais genes regulados por HIF é o VEGF  – figura 1.3. A proteína 
VEGF liga-se ao seu recetor (VEGFR) ativando a proliferação de células endoteliais 
formando uma nova vasculatura (angiogénese/linfangiogénese). Elevados níveis de 
VEGF levam à formação de uma vasculatura tumoral deficiente, tortuosa, desorganizada 
e com maior permeabilidade 26. Este passo é fundamental para a expansão tumoral visto 



















Figura 1.4. HIF e o metabolismo glicolítico. Em células cancerígenas em hipóxia, HIF α é estabilizado 
reforçando o importe de GLUT1 aumentando o transporte glicolítico. A enzima Desidrogenase de Lactato A 
(LDHA) converte o piruvato a lactato que depois é transportado para fora da célula e é utilizado como substrato na 
respiração por outras células não-hipóxicas. O piruvato, considerado um ponto de controlo metabólico crucial, 
pode ser convertido em acetil-coenzima o complexo desidrogenase de piruvato (PDH) permitindo a entrada desta 
no ciclo de Krebs (células normais). No entanto, em células cancerígenas em hipóxia, a cinase desidrogenase de 
piruvato (PDK1), ativada por HIF1, tem como alvo fosforilar o domínio catalítico de PDH, impedindo-o de 
converter o piruvato em acetil CoA inativando toda a maquinaria seguinte. Desta forma é favorecido o metabolismo 
glicolítico como fonte de ATP, biossíntese de ácidos nucleicos e lípidos. Adaptado de 2,111 




metaloproteases –MMP2) a intravasão das células na corrente sanguínea e colonização 
de outros tecidos, formando tumores secundários – metástases – figura 1.3 (SCHULZ, W. 
A. 2005; Gilkes, 2014). 
Este stress hipóxico induz uma vasta gama de alterações na estrutura da 
mitocôndria, atividade e instabilidade genómica. Consequentemente estas alterações 
geram disfunção mitocondrial que por sua vez, leva a stress oxidativo, levando a uma 
diminuição da produção de ATP, acumulação de mutações (DNA mitocondrial), 
formação de espécies reativas de oxigénio (ERO) e aumento do dano oxidativo. Estas 
espécies medeiam por sua vez a estabilização de HIF-α através da oxidação do ião de 
ferro,  [Fe(II) →Fe(III)] impossibilitando as PHDs de exercerem a sua função, mecanismo 
descrito nas secções seguintes 27–29.  
 
 
1.2 Espécies reativas de oxigénio - ERO 
 
O nível de oxigénio na atmosfera tem um papel crucial durante a evolução desde 
uma realidade virtualmente anóxica de cerca de 15 % de O2 atmosférico há 1.8 milhares 
de milhões de anos para a situação atual de 21 % 30. A respiração mitocondrial é 
responsável por 90 % do oxigénio consumido por nós, humanos. As células utilizam o 
oxigénio como o último aceitador de eletrões na respiração aeróbia para gerar ATP, vital 
para a produção de energia e para o seu funcionamento 17. No entanto, a redução 
molecular do O2 pode ocorrer de forma parcial gerando espécies reativas de oxigénio 
(ERO). As ERO intracelulares são então sub-produtos da redução incompleta do oxigénio 
(O2) que resultam em espécies altamente reativas com DNA, lípidos e proteínas. De entre 
estas espécies reativas destacam-se: o anião superóxido (O2
-), peróxido de hidrogénio 
(H2O2) e o radical hidroxilo (HO
-). O O2
- é formado durante a respiração oxidativa através 
da redução molecular incompleta do O2 e é rapidamente convertido em H2O2, de modo 
espontâneo ou através da ação da dismutase de superóxido (superoxide dismutase, SOD) 
31,32. O H2O2, consegue atravessar membranas celulares por difusão e através de 
aquaporinas. O H2O2 interage com iões de ferro Fe 
2+ ou Cu+ oxidando-os, e ficando 
reduzido ao radical OH- - reação de Fenton 31. O OH- é a molécula mais instável, com 
tempo de vida curto (10-9 segundos) e  responsável por danos sobretudo ao nível do DNA. 
Devido à elevada reatividade de OH-, este rapidamente ataca o DNA oxidando bases e 




causando quebras nas cadeias simples e duplas, modificação das bases purina e pirimidina 
ou até mesmo o bloqueio das DNA/RNA polimerases levando a erros de replicação e 
instabilidade genómica, associados à carcinogénese 33–35. O O2
- possui também um tempo 
de vida curto tendo sido originalmente proposto a teoria de que participava na sinalização 
celular, no entanto hoje em dia sabe-se que esta molécula é o percursor de H2O2 que por 
sua vez tem uma função de mensageiro secundário em vias de transdução de sinal 36.  
As mitocôndrias são os organelos de maior consumo de oxigénio e por sua vez 
são consideradas o organelo que mais contribui para a produção de ERO intracelular, 
através dos complexos I, II e III 15,37. 
 As ERO podem também ser produzidas após estímulos celulares, de forma 
induzida pelas NADPH oxidases (NOX), responsável pela formação da primeira espécie 
reativa: O2-. As NOX são complexos enzimáticos essencialmente localizados na 
membrana plasmática mas também nas mitocôndrias e no retículo endoplasmático e 
constituem os principais produtores enzimáticos de ERO 38. As células possuem um 
elevado número de dismutases de superóxido, enzimas responsáveis pela dismutação do 
O2
- em H2O2, que é novamente convertido em H2O por peroxidases de tiorredoxina, como 
as peroxirredoxinas e por peroxidades de glutationa no citosol e nas mitocôndrias (estes 
sistemas antioxidantes serão descritos em detalhe adiante). O stress oxidativo causado 
pelo aumento dos níveis intracelulares de ERO pode ter causas naturais como situações 
de exercício físico extremo ou resposta inflamatória, mas também pode ter causas não 
naturais como a ingestão de xenobióticos; ex: substâncias químicas presentes em 
pesticidas 36,39,40. 
As fontes de ERO podem ser endógenas como referido acima ou exógenas como 
é o caso do tabaco, uma fonte carcinogénica de ROS que pode causar um aumento de 
danos oxidativos no DNA num ratio de 30-50%; e a radiação ionizante 35. As células, 
incapazes de remover os danos tentam recorrer à morte celular programada para garantir 
que as mutações criadas por ERO não são herdadas pelas células filhas; contudo sob 
certas circunstâncias, essas mutações conferem a vantagem de resistir à apoptose 
aumentando desta forma a probabilidade de um crescimento tumorigénico 41. 
 Estudos revelam que quando a célula atinge níveis aberrantes de ERO, que 
ultrapassam a capacidade celular de inativar ERO, pode causar danos irreversíveis, 
implicados em vários eventos celulares como proliferação, diferenciação, adaptabilidade 
metabólica, migração e apoptose, causando o desenvolvimento de doenças como o 




cancro, doenças neuro degenerativas, cardiovasculares, gastrointestinais e diabéticas 
15,31,32,42 .  
 
 
1.3 ERO e estabilização de HIF-α 
 
O HIF-α responde não só a estímulos hipóxicos mas também a estímulos não 
hipóxicos como à insulina, entre outros, que também induzem ERO como parte das 
cascatas de sinalização interferindo diretamente com a estabilização de HIF-α em células 
mesmo em normóxia 15,43. Sabe-se que as mitocôndrias possuem também um papel de 
sensor os níveis de oxigénio devido à sensibilidade do complexo III no qual está 
envolvido a cadeia de transporte de eletrões (electron transport chain – ETC). Estudos 
demonstraram que sob condições de hipóxia (1.5 % O2) este organelo produz uma elevada 
quantidade de ERO proveniente especialmente da ETC cuja atividade contribui para um 
dos mecanismos de inativação das PHD e da degradação de HIF-α 23,44. As PHD requerem 
a presença de três substratos para operar: O2, 2-oxoglutarato (mencionado anteriormente) 
e Fe[II]. As ERO conseguem regular a atividade catalítica das PHD na medida em que 
interfere com a quantidade de Fe[II] disponível para o funcionamento das PHD 45. A 
reação de Fenton caracteriza-se, portanto, pela oxidação de Fe[II] a Fe[III]: H2O2 + Fe[II] 
→ OH● + OH⁻ + Fe[III]. Esta reação inibe as PHD contribuindo para a estabilização de 
HIF-α e transcrição de genes regulados por este fator de transcrição 15. 
 Estudos in vitro e in vivo demostraram que células em hipóxia são 
caracteristicamente resistentes a radiação ionizante e algumas drogas anticancerígenas 
46,47. Este facto está correlacionado com um mau prognóstico em vários tipos de cancro 
devido a fatores como: (1) a hipóxia induz a paragem do ciclo celular ou diminui o rácio 
de proliferação. Tendo em conta que algumas drogas atuam sobretudo em células em 
proliferação (ex: taxanos e antraciclinas) torna-se difícil induzir a morte das células alvo; 
(2) Distância da vasculatura. Devido à distribuição não-homogénea da vasculatura, estas 
drogas não conseguem atuar em células distantes dos vasos sanguíneos; (3) amplificação 
de genes (ex. RAS, MYC) e (4) produção de proteínas que conferem quimioresistência 
(ex. ANXA2) 48.  
Várias drogas quimioterapêuticas levam à morte celular através de mecanismos 
que induzem a produção de ROS, ex. etoposido, doxorubicina, tamoxifeno. No entanto, 




células em hipóxia aumentam a sua capacidade antioxidante como resposta ao stress 
oxidativo a que se encontram sujeitas. Devido a este aumento do sistema antioxidante, 
quando introduzido um tratamento quimioterapêutico que induz ROS, as células já 
possuem uma certa resistência a este mecanismo, o que por sua vez irá contribuir mais 
uma vez, para a estabilização de HIF-α– figura 1.5 27,36,49. Estudos mostraram que HIF-α 
estimula também a expressão de genes que codificam para proteínas antioxidantes em 
ratinhos como o SOD2 23. Em correlação com estes factos, a depleção de HIF levou à 
redução de outras proteínas com funções antioxidantes HMOX1 e outros, que por sua vez, 
levou a consequentes níveis elevados de ERO, quebras no DNA e morte celular por 
aumento transcricional de p53, o guardião do genoma 50. A atividade do p53 e os níveis 
de ERO foram significativamente atenuados com a adição de antioxidantes, o que revela 
evidências suficientes de que as células necessitam manter os níveis de ERO controlados 
para que estes não se tornem citotóxicos e a célula cancerígena consiga sobreviver 23,51. 
 
 
1.4 Sinalização celular mediada por ERO 
 
 Existem dois fatores importantes que contribuem para determinar a interação 
de ERO com o alvo: o organelo onde é produzido e a reatividade do alvo. O local onde a 
ERO é produzida é muito importante no caso de moléculas que apresentem um fator de 
difusão limitado. Visto que estas moléculas não conseguem regular ao longo da via de 
sinalização, mas apenas iniciá-la ou inibi-la, o alvo apenas é atingido se estiver 
relativamente perto das moléculas de ERO 52. Desta forma o sítio onde é produzido pode 
também permitir a acumulação local de ERO, pelo que a sua distribuição na célula não é 
uniforme e a ativação das vias pode acontecer de forma oportunista A reatividade do alvo 
por sua vez engloba propriedades químicas e estruturais como por exemplo, a existência 
de grupos –S- (ião tiolato) que permitam a interação entre a ERO e o alvo proteico. 52,53. 
Normalmente, as células utilizam níveis transientes de ERO para ativar mecanismos de 
proliferação e sobrevivência 36. O  H2O2 atua como segundo mensageiro para regular a 
transdução de sinal ativando várias vias de sinalização– ver figura 1.5 31,54. As proteínas 
com resíduos de cisteína reativos são os principais alvos redox do H2O2. As cisteínas 
podem existir sob duas formas: na forma sulfidrilo (Cys -SH) ou como anião tiolato (Cys-
S-) que é muito mais reativo, reversivelmente oxidado (enquanto que os grupos –SH não 




são). Contudo, em ambientes básicos estas cisteínas podem aumentar a sua reatividade 
com H2O2, 
51
. A reação de ionização dá-se por substituição nucleofílica (SN2) e quanto 
menor for a estabilidade do grupo tiolato, maior será a magnitude da reatividade com 
H2O2. 
 
  A elevada difusibilidade, estabilidade e especificidade de H2O2 para marcar 
vários alvos (proteínas-S-) desde proteínas antioxidantes (GSH, PRDX, TRX), fatores de 
transcrição (AP-1, NRF2, CREB, HIF-1, TP53, NF-κB, NOTCH e outros), cinases 
(PI3K/AKT, JNK) ativando-as, fosfatases (PTEN) inibindo-as, permite que esta molécula 
ative processos como a proliferação, migração, diferenciação e apoptose 37,51. Uma outra 
característica do H2O2 é que este consegue regular positivamente a produção dos seus 
inibidores (proteínas antioxidantes). Desta forma, a célula consegue rapidamente reverter 
os níveis de H2O2 para níveis basais, após a transdução de sinal, evitando a danificação 
de estruturas celulares. Um exemplo é o fator de transcrição Nrf2 que regula a expressão 
de antioxidantes como NAD(P)H, SOD, catalase, HO-1, TRX, GST que se sabe estarem 
envolvidos na resistência a quimioterapêuticos 55; alguns descritos na secção Sistemas 
Antioxidantes desta tese. Todas estas características fazem do H2O2 um mensageiro 
secundário muito eficaz 36,56. Estes mecanismos referem-se sobretudo a mecanismos 
Figure 1.5. Espécies reativas de oxigénio (ROS) ativam vias de sinalização celular. O peróxido de 
hidrogénio (H2O2)  derivado nas NADPH oxidases (NOX) entra na células por aquaporinas e/ou difusão membranar 
reagindo com vários alvos levando à ativação de vias indutoras de sobrevivência, crescimento e proliferação celular. 
Algumas das vias mais sensíveis estão mencionadas. São elas: PI3K/AKT por inibição do inibidor da via (PTEN), HIF-
α por inibição das hidroxilases de prolina que regulam a degradação de HIF, um potente fator de transcrição e 
adaptações metabólicas de forma a controlar os níveis de ROS intracelulares, as células produzem mais antioxidantes 
para manterem os níveis redox moderado. Adaptado de  37. 




mediados diretamente por H2O2, no entanto esta molécula pode ainda gerar outros 
mensageiros secundários; as ERO produzidas pelas mitocôndrias podem levar à 
peroxidação de lípidos formando lípidos eletrofílicos reativos que atuam como segundos 
mensageiros na ativação de cinases mitogénicas - ex. MAPK/JNK, p38/MAPK, 
MAPK/ERK 51. 
Em suma, as ERO parecem ter um papel ativo na progressão tumoral, no entanto, 
uma ativação oncogénica das NOX obriga a célula a destoxificar muito mais ERO para 
minimizar uma acumulação letal e adaptar-se – ver figura 1.6 36. 
 
 
1.5 Destoxificação e adaptação  REDOX 
 
 
O metabolismo glicolítico providencia às células os metabolitos que estas 
necessitam para a biossíntese de macromoléculas e de ERO para que as células se 
adaptem ao stress metabólico e proliferem 57. Os níveis excessivos de ERO são 
contrabalançados pela atividade de sistemas antioxidantes que os neutralizam 15. Por este 
motivo, a regulação dos níveis de ERO intracelular é feita a nível da sua produção e 
degradação 37. Existem diversos sistemas antioxidantes como por exemplo a peroxidase 
de glutationa (GSH), dismutase de superóxido (SOD) e Tiorredoxina (TRX) que estão 
presentes por toda a célula de forma a minimizar o stress oxidativo e tentar estabelecer 
um equilíbrio redox 25,35. A produção destes antioxidantes é mediada pela estabilização 
do fator de transcrição Nrf2, quando os níveis de ERO são elevados. Esta indução faz 
todo o sentido se pensarmos que as células cancerígenas são sujeitas a stress oxidativo 
que pode trazer vantagens quando os níveis de ERO são moderados ativando vias de 
sinalização de proliferação e sobrevivência, no entanto, necessitam de um feedback 
negativo para que esses níveis não se tornem citotóxicos e danifiquem a célula ou ativem 
mecanismos de apoptose 25,37,57 – figura 1.6.  






1.6 Sistemas antioxidantes 
 
Como referido anteriormente, os níveis elevados de ERO são contrabalançados 
pela produção de antioxidantes que neutralizam estas moléculas. Uma proteína 
antioxidante é caracterizada por: ter especificidade por um determinado radical livre;  
capacidade de reduzir outras proteínas antioxidantes (como a TRX e GSH) de forma a 
que estas mantenham a sua função podendo ser reciclada novamente; existir em grande 
quantidade nos tecidos; ser capaz de atuar em meio aquoso e membranar – figura 1.7 35. 
A classe de antioxidantes mais eficiente é a classe enzimática: As dismutases de 
superóxido (SOD), catalase, peroxidases de glutationa e de tiorredoxina. No entanto 
também existem antioxidantes não enzimáticos como é o caso das vitaminas C e E, 




Figura 1.6. Geração de ERO e níveis de toxicidade. A estimulação  de ERO (por oncogenes, mutações em 
genes supressores de tumores, mutações mitocondriais e hipóxia) estimulam a tumorigénese. O balanço entre a 
geração e a eliminação de ERO é importante pois a célula necessita de manter níveis moderados que estimulem a 
progressão tumoral.  




1.7 Antioxidantes enzimáticos 
 
1.7.1 Dismutases de superóxido 
As SOD possuem um papel primário durante a formação de ERO pelas NOX. Esta 
enzima (SOD) é responsável pela dismutação de O2
- em H2O2 
58,59. No corpo humano 
existem três isorformas: extracelular (EC-SOD), citoplasmática (Cu, Zn-SOD) e 
mitocondrial (Mn-SOD). Estas enzimas eliminam o O2
-, de forma sucessiva, através de 
reações de oxidação-redução de um ião metálico (metal de transição – cobre ou zinco) 
situado no seu centro ativo 35. 
 
1.7.2 Catalase 
A catalase é uma enzima altamente conservada em diversos organismos (plantas, 
animais e algumas bactérias). Localizada no peroxissoma, esta enzima é extremamente 
eficaz na conversão de H2O2 em H2O e O2. Apenas 1 molécula de catalase consegue 
converter aproximadamente 6 milhões de moléculas de H2O2 
35. Em alguns tumores, a 
diminuição da capacidade de destoxificação de peróxido de hidrogénio deve-se a uma 
diminuição dos níveis da catalase 58,59. 
 
1.7.3 Peroxidases de glutationa 
As peroxidases de glutationa podem existir em duas formas: selénio-dependente 
(glutationa peroxidase-GPx) e selénio-independente (glutationa-S-transferase - GST). 
GPx atuam juntamente com o tripéptido de glutationa (GSH) adicionando dois eletrões 
para reduzirem os peróxidos levando à formação de selenol (Se-OH). As propriedades 
destas selénio-enzimas permitem ter como substrato o H2O2 ou um peróxido orgânico 
(ROOH-). O H2O2 é convertido pela catalase em água ou álcool; e simultaneamente o 
GSH é oxidado, GSSG. Os peróxidos (ROOH-) são eliminados de forma a não serem 
usados como substratos para a reação de Fenton que leva à formação do radical OH- 35. 
 
1.7.4 Peroxidases de tiorredoxina 
As peroxidases de tiorredoxina utilizam a tiorredoxina como doador de eletrões 
para redução de ERO 61,62. Em vez de utilizarem cofatores metálicos para a sua atividade 
redox, estas peroxidases contêm resíduos de cisteína reativos no domínio de redução de 
peróxidos, estando sobrexpressas em vátios tipos de cancro e associadas sobretudo à 




inibição da apoptose 63. Esta sua característica redox distingue esta enzima de outras 




As peroxirredoxinas (PRDXs) são peroxidases de tiorredoxina que constituem 
uma família de proteínas antioxidantes conservadas ao longo da evolução. Tal como as 
GPx, as peroxirredoxinas predominam de forma relativamente abundante no citosol, 
mitocôndrias e retículo endoplasmático 65. Existem seis proteínas da família das PRDXs 
(I, II, III, IV, V, VI) cuja constituição também apresenta um domínio de cisteínas (cys) 
em ambas as extremidades da proteína que é oxidado pelo H2O2 e reduzido pela TRX 
redutase completando o ciclo catalítico 65,66. As PRDX I e PRDXII são as que existem em 
maior quantidade no citosol. As restantes estão distribuídas pelas mitocôndrias (PDRXIII 
e V), no retículo endoplasmático e alguns peroxissomas (PRDX IV), e no núcleo 
(PRDXV). A PRDXVI reside sobretudo no citosol 67,68. Estudos revelaram que as PRDX 
estão em níveis elevados em vários cancros, sobretudo em cancro da mama, sugerindo 
que estes antioxidantes possuem um papel protetor na sobrevivência das células 
cancerígenas e são umas das proteínas que se destacam por serem responsáveis pela 
resistência a quimioterapêuticos 66,69. Em situações de stress oxidativo, a PRDX II 
participa na sinalização redox, e pode translocar-se para o núcleo, possivelmente para 
proteger o DNA de danos causados por ERO 70. 
 
1.8 Antioxidantes de Tiol 
 
1.8.1 Glutationa 
A glutationa é um tripéptido antioxidante multifuncional não-enzimático. É 
considerado o maior ‘tampão’ celular antioxidante. Distribui-se abundantemente no 
citosol, núcleo e mitocôndrias e caracteriza-se por ser o antioxidante mais solúvel nestes 
compartimentos 71. A sua forma reduzida é GSH e a oxidada apresenta-se sob forma de 
glutationa-dissulfeto (GSSG). Este tripéptido possui uma função muito importante 
principalmente no núcleo devido à capacidade de regular o estado redox de moléculas 
protegendo-as de danos oxidativos 35. Esta capacidade deve-se ao átomo de enxofre 
presente na sua constituição que muito facilmente perde um eletrão reduzindo as proteínas 




alvo participando em várias reações redox 35. Isto só é possível devido ao poder redutor 
do complexo fosfato de dinucleótido de adenina e nicotinamida (NADPH) que atua como 
aceitador de eletrões de GSH (NADP+ a NADPH), permitindo o regresso à forma 
reduzida e desta forma conservar a sua atividade redox. 25. Entre várias funções que 
apresenta, a glutationa tem a capacidade de destoxificar diretamente o peróxido de 




As tiorreoxinas (TRX) constituem um pequeno complexo multifuncional que 
contém uma proteína redox dissulfeto-dependente e possui duas cisteínas reativas dentro 
de um centro ativo, um domínio conservado (Cys-Gly -Pro -Cys). Na sua forma reduzida 
(forma ativa), as Trx contêm dois grupos –SH que são convertidos a ligação dissulfeto na 
sua forma oxidada. Semelhante à glutationa, este antioxidante consegue passar por várias 
reações redox devido ao poder redutor de NADPH que ajuda a manter a sua função intacta 
podendo ser reutilizada várias vezes, apesar de existirem em muito menor quantidade do 
que as GSH 25,35. Em situações de stress oxidativo, Trx transloca-se para o núcleo em 
resposta a H2O2, TNF e radiação ionizante onde fica a proteger fatores de transcrição que 
possuam resíduos de cisteína reativos; ex. Ref1 – estado ativo: reduzido 36,72. Existem 
outras proteínas que possuem também atividade redox, sendo a de interesse neste estudo 
a anexina A2.   







1.9 Anexinas  
 
As anexinas (ANXA) constituem uma família de proteínas (em vertebrados: A1-
A13) que estruturalmente se ligam a fosfolípidos aniónicos de forma dependente de cálcio 
42. Estas proteínas interagem com vários componentes celulares e membranares que estão 
envolvidos em processos de sinalização intracelular, crescimento e organização 
estrutural. Foram pela primeira vez descritas em vertebrados pela sua capacidade de se 
anexar ou agregar-se à membrana, no entanto, estas proteínas existem numa vasta 
quantidade de organismos desde vertebrados (ANXA), invertebrados (ANXB), fungos 
(ANXC), plantas (ANXD) e protistas (ANXE) 73–75. Estruturalmente, as anexinas 
possuem um domínio clássico na extremidade carboxílica, bastante conservado com 
sequências repetitivas de aproximadamente 70 aminoácidos (I-IV). Um destes domínios 
contém uma região uma dobra de endonexina (região de homologia) que é considerada 
como sendo a assinatura das anexinas, uma sequência de aminoácidos onde está 
localizada o domínio de ligação ao cálcio 74. Cada repetição (I-IV) contém cinco hélices 
α e um domínio de ligação a iões de cálcio que liga duas das hélices 36,73. A extreminade 
Figure 1.7. Fontes endógenas de ROS e atividade redox ROS é produzido pelas NADPH oxidases (NOX), 
retículo endoplasmático, mitocôndrias e peroxissoma. O H2O2 é a molécula mais estável de ROS e alvo de antioxidantes 
como as peroxirredoxinas, glutationa, catálase, e outras (tiorredoxina e Anexina A2 não presentes na figura). No entanto 
o H2O2 pode reagir com iões metálicos (Fe2+ ou Cu+) formando o ião OH-, que causa danos oxidativos irreversíveis no 
DNA, proteínas e lípidos. O H2O2 é um potente indutor de sinalização celular através da oxidação de tióis (-SH) 
promovendo a proliferação, diferenciação e alterações de metabolismo.  




amina é variável entre as anexinas e é responsável pela sua localização celular e função 
especializada como endocitose (anexinas A1, A2 e A6), exocitose (anexinas A2 e A7), 
regulação de transporte de iões (anexinas A2, A4, e A6), citoesqueleto (anexinas A2, A3, 
A5 e A11), tráfego vesicular (anexinas A2 e A11) e regulação redox (anexina A2) mas 
também podem estar relacionadas com processos extracelulares como inflamação e 
apoptose (anexina A1), fibrinólise (anexina A2) e coagulação (anexina A5) 36,74,76,77. 
A primeira anexina a ser atribuída a função de peroxidase foi a AnnAt1 da planta 
Arabidopsis thaliana em estudos os quais estabeleciam a potencialidade do papel redox 
desta proteína durante o stress oxidativo 78,79. 
A característica que distingue as anexinas de outras proteínas que se ligam de 
forma dependente de cálcio é o seu domínio cálcio-dependente que se liga de forma 
reversível a membranas celulares carregadas negativamente 76.  
 
 
1.9.1 Anexina A2 (ANXA2)  
 
A anexina A2 (também referida como p36, ANXA2, calpactina I, lipocortina II, 
cromobindina VIII ou proteína anticoagulante IV de placenta), é uma proteína com 36 
kDa cujo gene se localiza no cromossoma 15q22.2 80. Inserida na família das anexinas 
dos vertebrados, foi inicialmente identificada em células de aves e mamíferos como 
substrato da proteína tirosina cinase (PTK) pp60src, produto da infeção pelo vírus do 
sarcoma de Rous que promove a transformação celular. A ANXA2 está presente em 
vários tipos celulares como, monócitos, macrófagos, células endoteliais, células 
mononucleares e numa grande diversidade de células tumorais onde se encontra 
maioritariamente distribuída no citoplasma, membrana plasmática e uma pequena fração 
localizada no núcleo  74,80. 




 A ANXA2 possui um lado côncavo e outro convexo: o lado côncavo contém a 
região N e C terminal e o convexo contém os domínios de ligação a Ca2+  e fosfolípidos. 
O domínio N-terminal contém a região de ligação a S100A10, um resíduo de cisteína 
reativo (Cys-8), uma região de fosforilação reconhecida pela pp60src e um domínio de 
exportação nuclear (nuclear export sequence, NES). Na região C-terminal encontra-se 
outro resíduo de cisteína reativo (Cys-334) e domínios de ligação para F-actina, fibrina, 
RNA, heparina e fosfolípidos de carga negativa – ver figura 1.8 36,74. A ligação da 
ANXA2 à membrana é feita pelo lado convexo enquanto que o lado côncavo fica virado 
para o citosol ou para o meio extracelular 74. 
 
A ANXA2 pode existir como monómero ou formar um complexo 
heterotetramérico com a proteína S100A10 (p11) (designado por AIIt) que atua como um 
receptor de plasminogénio, resultando na regulação da produção de plasmina à superfície 
celular, crucial para iniciar a fibrinólise e para a degradação da matriz extracelular, ou 
seja, a ANXA2 atua como recetor de p11 ancorando-o à membrana celular. A ANXA2 
também protege o p11 de ser ubiquitinado e degradado via proteossoma.  A ativação da 
plasmina é muito importante na progressão do cancro pois estas células, macrófagos 
associados ao tumor (TAM) e neutrófilos utilizam-na para processos de degradação de 
barreiras fisiológicas, favorecendo a invasão e metastização 74. A forma monomérica é 
maioritariamente citosólica enquanto que a outra forma encontra-se predominantemente 
ligada à membrana e cada forma é responsável por diferente funções. 74,81. A acumulação 
nuclear da forma monomérica tem sido reportada com o papel de proteger o DNA de 
Figure 1.8. Estrutura da proteína ANXA2. A ANXA2 possui duas extremidades: amina (N) e carboxílica (C). 
A extremidade amina é a zona de ligação de modificações pós translacionais (acetilação (Ser-1) e fosforilação (Ser-
11, Tyr-23 e Ser-25)). Também se pode encontrar o domínio de ligação de S100A10, uma zona de sinal de 
exportação nuclear (NES) e um resíduo de cisteína reativo (Cys-8), associado às funções redox da ANXA2. No 
domínio C-terminal encontram-se os locais de ligação a fosfolípidos de carga negativa, F-actina, fibrina. RNA e 
heparina. Adaptado de 74. 




danos causados por stress oxidativo induzido por agentes genotóxicos como a radiação 
UV, crómio VI e radiação gama. 36,74,81,82. 
Recentemente foi descrito o papel redox de ANXA2 pela virtude desta conter um 
resíduo de cisteína reativo (Cys-8) na sua extremidade amina que em conjunto com a sua 
capacidade na redução de plasmina, levou Madureira et al., 2011 a postular e confirmar 
o papel regulatório redox desta proteína. Esta capacidade redox surge graças à atividade 
da TRX que devolve o estado normal reduzido à ANXA2, pelo que neste sentido a 
ANXA2 pode ser considerada uma peroxidase de tiorredoxina. Como descrito 
anteriormente, o stress oxidativo aumenta os níveis de ERO intracelular. As cisteínas 
oxidadas atuam como um sensor redox que regula a estrutura e função da proteína e por 
sua vez a ativação de vias de sinalização por forma a atenuar os níveis de ERO; ex. 
estimulando a produção de antioxidantes 42,74. 
Dados sugerem que a acumulação de ANXA2 no núcleo em resposta ao stress 
oxidativo deve-se à inativação do domínio NES ocorrendo de forma independe de Cys-
8. Estes dados sugerem a forte possibilidade de ANXA2 estar envolvida na resistência a 
quimioterapêuticos, protegendo o DNA através da sua ação antioxidante 42,82. O H2O2 
ataca a Cys-8, resultando na oxidação de ANXA2 e conversão de H2O2 a H2O. A ANXA2 
oxidada serve como substrato ao sistema da TRX que permite à ANXA2 ficar reduzida 
novamente, ou seja, uma molécula de ANXA2 consegue participar em vários ciclos 
redox. No mesmo estudo, Madureira et al., 2011 propuseram um modelo mecanístico no 
qual descrevem a dismutação de H2O2 a H2O descrito na figura 1.9 esta função faz da 
ANXA2 única entre as anexinas humanas 36,42,82. 





No mesmo estudo, as células depletadas de ANXA2 apresentavam níveis mais 
elevados de ERO e um aumento da ativação de várias cinases pro-apoptóticas: p38, JNK 
e Akt comparativamente às células controlo e consequentemente maior sensibilidade à 
morte por stress oxidativo. Para além disso, estas células eram significativamente mais 
sensíveis à morte por drogas quimioterapêuticas que produzem ERO, como parte do seu 
mecanismo de ação. As células pulmonares estão continuamente expostas a stress 
oxidativo devido às trocas gasosas entre os alvéolos e os eritrócitos. No entanto, estudos 
in vivo em ratinhos knockout (KO) para ANXA2, demonstraram não só um aumento da 
oxidação de proteínas em tecidos do fígado e do pulmão comparativamente a ratinhos 
WT como também que estas células estavam continuamente expostas a stress oxidativo. 
Mais estudos indicaram uma diminuição acentuada no crescimento de tumores resultantes 
da injeção subcutânea de linhas celulares cancerígenas depletadas de ANXA2 (HT1080 
e A549) em ratinhos, comparativamente às células controlo. A administração 
intraperitoneal de cisteína N-acetilo (antioxidante NAC) reverteu este efeito nos ratinhos 
durante o desenvolvimento tumoral 42. Estes resultados sugerem que esta capacidade 













Figura 1.9. Mecanismo de regulação redox de ANXA2. A oxidação do resíduo Cys-8 pelo H2O2 
leva à conversão de H2O2 a H2O. A ANXA oxidada volta a ficar reduzida pelo sistema redox tiorredoxina 
redutase. Uma única molécula de ANXA2 pode participar em vários ciclos oxidação-redução. Adaptado de 
42. 





1.9.2 ANXA2 e o cancro 
 
Está descrito na literatura que as anexinas estão significativamente sobre-
expressas em neoplasias e associadas à tumorigénese e mestastização. A ANXA2 é 
sobrexpressa numa grande variedade de cancros especificamente relacionada com o seu 
desenvolvimento, invasão, mestástases e resistência a quimioterapêuticos. A 
sobrexpressão de ANXA2 foi reportada em carcinoma hepatocelular, cancro da mama, 
pâncreas, colorectal, carcinoma renal, ovário, fígado, gástrico, pulmão, leucemia e 
glioma, normalmente associados a um pior prognóstico 36,83,55. Modelos depletados de 
ANXA2 revelam a sensibilidade celular para responder positivamente ao aumento 
intracelular de ERO induzido por quimioterapia. A expressão deste antioxidante está 
positivamente correlacionado com um aumento da resistência a este tratamento. Estudos 
ex-vivo feitos em amostras tumorais do cólon e pâncreas humanas revelaram níveis 
elevados de ANXA2 reduzida comparativamente às células normais do tecido adjacente 
enquanto que as amostras que não apresentavam elevados níveis da forma reduzida de 
ANXA2 mostravam níveis elevados de oxidação. Estes estudos sugerem que a função 
antioxidante da ANXA2 é importante para o equilíbrio redox de tumores (humanos). Em 
geral foi concluído que a perda ou depleção de ANXA2 resulta na perda da capacidade 
reguladora do equilíbrio redox e os tumores que não apresentam ANXA2 reduzida 
tendem a ter uma elevada quantidade de stress oxidativo em experiências in vivo e ex vivo 
36. A forma heterotetramérica (AIIt) também foi reportada em processos celulares 
tumorigénicos, em particular: na ativação da plasmina. A proteína S100A10 atua como 
receptor de plasminogénio enquanto que a ANXA2 atua como âncora do S100A10 à 
superfície da célula. Este mecanismo resulta na geração de plasmina que por sua vez leva 
à ativação das metaloproteases da matriz levando à remodelação da matriz extracelular 
(extracelular matrix, ECM). A remodelação da ECM é um passo essencial na mobilização 
de células tumorais permitindo às células invadirem a matriz e metastizarem 74. A ECM 
é composta por aproxidamadente 300 proteínas que regulam a homeostasia dos tecidos, 
órgãos, inflamação e doenças. Os maiores constituintes da matriz são proteínas fibrosas 
e proteoglicanos localmente secretados que formam uma rede estrutural organizada na 
maioria dos tecidos 11. 




 A ativação de certas metaloproteases (ex: MMP-9 - colagenase) pode levar à 
libertação de VEGF sequestrado na matriz contribuindo para a angiogénese tumoral, 
essencial para o aparecimento de metásteses – ver figura 1.10. Em suma, pode-se 
considerar a ANXA2 como um potencial marcador a ser considerado para 
diagnóstico/prognóstico da doença, recorrência metastática e sobrevivência do paciente 
74.  
 
A ANXA2 também está correlacionada com o aumento do recrutamento de 
células envolvidas em processos inflamatórios com elevada atividade neoangiogénica em 
pacientes com cancro da mama. Está potencialmente envolvida na resistência a drogas 
quimioterapêuticas como antraciclinas (impede sobretudo a síntese de DNA/RNA; inibe 
a topoisomerase II) , e taxanos (disrupção dos microtúbulos) em células MCF-7 de cancro 
da mama pouco invasivo e MDA MB 231 muito invasivo. A invasão e a metastização são 
as maiores causas de mortalidade nos pacientes oncológicos. A ANXA2 é uma molécula 
importante com funções regulatórias redox, de adesão tumoral, proliferação, invasão, 
metástases, neoangiogénese pelo que o seu papel é crucial durante a tumorigénese. No 
entanto existem muitas lacunas para cobrir e são necessários mais estudos, sobretudo a 
nível bioquímico, vias de sinalização, que possam revelar os efeitos da ANXA2 no 
cancro. É necessário o desenvolvimento de terapias direcionadas e marcadores 









Figure 1.10. ANXA2 promove a tumorigénese e metastização.  A ANXA2 catalisa a conversão do 
plasminogénio em proteases de plasmina. A plasmina atica as metaloproteases (MMP)  causando a degradação da 
matriz extra celular (ECM) promovendo a invasão e mestastização. Adaptado de 112. 




mencionadas acima pelo que é importante conhecer mais sobretudo os efeitos mediados 




Reunindo todo o conhecimento obtido no capítulo de Introdução desta tese, 
colocou-se a seguinte hipótese: 
Se ERO levam à estabilização de HIF-α e ANXA2 é uma proteína antioxidante 
que inativa ERO, então, durante a hipóxia e ao retirar ANXA2 teremos mais ERO e 
consequentemente uma melhor estabilização de HIF-α e ativação de genes regulados por 
este factor de transcrição, ou seja: 




O principal objetivo deste estudo foi investigar o papel da proteína antioxidante 
ANXA2 após e durante um estímulo hipóxico em células cancerígenas. 
1.11.1 Objetivos específicos  
 
De forma a tingir o principal objetivo foram delineados os seguintes objetivos específicos: 
a) Analisar a ativação de vias de sinalização em células depletadas (knockdown) de 
ANXA2 versus células controlo (scramble) sob condições de hipóxia real (1% 
O2) e química (200 μM e 400 μM de CoCl2) 
b) Através dos resíduos de Cys reativos estudar a atividade de ANXA2 e de outras 
proteínas envolvidas na ativação de vias de sinalização durante um intervalo pré 
definido sujeito a condições de hipóxia. 
c) Analisar os níveis de expressão génica de genes que se sabe serem ativados sob 
condições de hipóxia em células depletadas de ANXA2 vs células controlo e 
perceber qual o papel de ANXA2 na expressão destes genes.  
d) Analisar os níveis de ERO em células depletadas de ANXA2 vs células controlo 
sob condições de hipóxia. 




2. Material e Métodos 
 
2.1. Linha celulares estabelecidas: 
 
Identificação Descrição Origem 
HT1080 Linha Celular humana de fibrossarcoma ATCC® 
HT1080 p36 KD 3 Células HT1080 com shRNA 3 para o 
p36, anexina A2 
Nosso laboratório 
HT1080 p36 KD 4 Células HT1080 com shRNA 4 para o 
p36, anexina A2 
Nosso laboratório 
HT1080 p36 scramble Células HT1080 com shRNA inespecífico 
(scramble)  
Nosso laboratório 
MDA-MB 231 Linha celular humana de adenocarcinoma 
da mama 
ATCC® 
MDA-MB 231 p36 KD 3 Células MDA-MB 231 com shRNA 3 
para o p36 
Nosso laboratório 
MDA-MB 231 p36 KD 4 Células MDA-MB 231 com shRNA 4 
para o p36  
Nosso laboratório 
MDA-MB 231 p36 scramble Células MDA-MB 231 com shRNA 
inespecífico (scramble)  
Nosso laboratório 
A549 Linha celular de adenocarcinoma epitelial 
do pulmão 
ATCC® 
A549 p36 KD 3 Células A549 com shRNA 3 para o p36 Nosso laboratório 
A549 p36 KD 4 Células A549 com shRNA 4 para o p36 Nosso laboratório 





2.2. Cultura de células 
2.2.1. Descongelamento de células 
 
As linhas celulares utilizadas neste trabalho encontravam-se congeladas a -150 °C 
em 10% de DMSO (dimetilsulfóxido) e 90 % de soro fetal bovino (FBS -Fetal Bovine 
Serum; SIGMA®) – Tabela I. Estas células já continham o knockdown para a ANXA2 
realizado pela  Dra Patrícia Madureira. Para descongelá-las, os crio-tubos contendo as 
linhas celulares mencionadas foram colocados imediatamente em banho-maria a 37 °C. 
Tabela I: Lista de linhas celulares, identificação, descrição e origem. (Todas as linhas são 
humanas). 
 




No interior de uma câmara de fluxo laminar Microflow® Biosafety Cabinet Class II 
(Telstar) as células foram seguidamente transferidas para um tudo cónico tipo falcon de 
15 mL (VWR®) contendo 9 mL de meio de cultura – DMEM completo (Dulbecco′s 
Modified Eagle′s Medium ; SIGMA®) com 10 % de soro FBS, glutamina a 20 mM; 
penicilina a 100 U/L e streptomicina a 200 U/L, também pré-aquecidos a 37 °C. Em 
seguida centrifugou-se durante 5 minutos a 1000 g e aspirou-se o sobrenadante (as células 
encontram-se no precipitado/ pellet). Esta descongelação é rápida de forma a retirar o 
mais rapidamente possível o DMSO que se pode tornar tóxico para as células. 
Ressuspendeu-se o pellet em 5 ou 15 mL de DMEM completo e transferiu-se para um T-
flask de 25 cm2 ou 75 cm2 com tampa de filtro (VWR®), respetivamente. Nesta fase 
adicionou-se Puromicina (5mg/mL, SIGMA®) a cada cultura a uma concentração final 
entre 2-5 µg/mL consoante as linhas celulares, com o objetivo de selecionar os fenótipos 
desejados, manter uma pressão selectiva para que apenas sobrevivam as células que 
contêm DNA plasmídico que contém um gene de resistência a este antibiótico. Os T-
flasks foram colocados numa incubadora com condições ótimas para o crescimento das 
linhas celulares utilizadas (37 °C, 21% O2 e 5% de CO2). 
 
2.2.2. Manutenção, contagem e stocks das linhas celulares 
 
Devido à atividade metabólica celular, o meio de cultura torna-se mais ácido o 
que se podia verificar ao longo dos dias por uma alteração de cor (vermelho/rosa para 
laranja/amarelo). Por este motivo as células foram observadas diariamente ao 
microscópio verificando a sua confluência (visível ao microscópio e a olho nu pela 
mudança de cor) e foi com base nestes dois critérios (confluência e mudança de pH), que 
se realizou a lavagem e troca de meio. Todas as manipulações foram realizadas no interior 
da câmara de fluxo laminar Microflow® Biosafety Cabinet Class II (Telstar) com o 
material previamente limpo com álcool a 70 % e pelo menos 1 ciclo de UV’s durante 15 
minutos de forma a eliminar qualquer meio de contaminação que pudesse ocorrer. 
Começou-se por aspirar o meio antigo, e lavou-se com 1 ou 3 mL de tampão 
fosfato salino (DPBS – Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline sem Ca2+ ou 
Mg2+,  LONZA®)) nos T-flasks de 25 cm 2 ou 75 cm 2, respetivamente, inclinando o T-
flask de forma a lavar toda a sua superfície onde se encontravam as células. Retirou-se o 
PBS com um aspirador permitindo desta forma a remoção de todos os detritos celulares 
e o restante FBS presente no meio que inativa a tripsina. Após a lavagem colocou-se 1 




mL nos T-flasks de 25 cm 2 ou 3 mL nos de 75 cm 2, de tripsina cuja função é a clivagem 
de integrinas e outras proteínas envolvidas na adesão das células à superfície, 
desagregando-as e soltando-as da superfície do T-flask. Incubou-se durante cerca de 5 
min a 37 °C e observou-se no microscópio garantindo que todas as células se encontravam 
em suspensão. 
Uma vez as células suspensas, na câmara de fluxo laminar retirou-se parte desta 
solução (com tripsina) perfazendo o restante volume com DMEM completo e adicionou-
se 2-5 µg/mL de puromicina incubando-as novamente a 37 °C com 5 % CO2. O restante 
volume foi descartado ou utilizado para fazer o set up de experiências. 
Para preservar as linhas celulares com as características o mais semelhante 
possível à linha original foi necessário fazer stocks o mais cedo possível após o 
descongelamento das células. Em vez de se aspirar o meio antigo, este foi transferido para 
um tubo cónico, e após a tripsinização em vez de descartarmos a solução onde as células 
estão suspensas, estas foram adicionadas também ao tubo cónico juntamente com o meio 
antigo correspondente e procedeu-se a uma centrifugação durante 5 minutos a uma 
velocidade de 1000 g. Terminada a centrifugação, o sobrenadante foi aspirado e 
adicionou-se 1 mL de solução criopreservante (90% FBS e 10% de DMSO) transferindo-
as para um tubo criogénico para posterior congelação a – 80 ºC durante a noite. No dia 
seguinte os criotubos contendo as células foram colocados a -150 ºC até uma nova 
utilização. A congelação é feita desta forma (lenta) para evitar a formação de cristais pelo 
DMSO no interior das células e para permitir a desidratação das células por forma a não 
haver ruptura das mesmas durante o processo de congelação. 
Para a contagem, após a centrifugação do passo descrito no parágrafo anterior, 
aspirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em DMEM completo e pipetou-se 
10 µL desta solução para a câmara de Neubawer de 0,0025 mm2 procedendo à contagem 
das células no microscópio. A contagem foi feita em quatro quadrados de 1 mm2 e 
determinou-se o número de células por mm3 desprezando 2 arestas de cada quadrado de 
forma a minimizar possíveis erros de contagem (figura 2.1). Para a obtenção do número 




Média do número de células por quadrado x fator de diluição x 104 = número de células por mL 
 







2.2.3. Preparação de placas, lisados proteicos e quantificação  
 
 Para realizar os ensaios de hipóxia foram preparadas placas de Petri de 60 mm 
estéreis (VWR) cada uma com uma concentração celular de cerca de 5 x 105 cel/placa 
num volume final de 3 mL de DMEM completo. Este processo foi iniciado sempre com 
a contagem das células na câmara de Neubawer descrita anteriormente. Para o tratamento 
de hipóxia, as células plaqueadas foram incubadas a 37 °C com 5 % CO2 até ficarem com 
80 -90% de confluência (24 a 48h). Estas foram expostas a  1 % de O2 e incubadas a 37 
°C durante 1h, 3h, 16h, 24h, 48h ou NT (não tratadas – normóxia).  
Para obter os lisados proteicos de todas as células tratadas e não-tratadas preparou-
se um tampão de lise descrito no anexo II. O meio das células que se pretendeu lisar foi 
retirado e lavou-se com 2 mL de PBS contendo Ca 2+. Depois de lavadas e de certificar 
que o PBS foi todo retirado, adicionou-se entre 100-200 µL (conforme a confluência das 
células) de tampão de lise. Raspou-se com um raspador toda a superfície da placa e o 
lisado resultante foi pipetado para um tubo Eppendorf e colocado no gelo durante 15 
minutos. Após este intervalo de tempo, os tubos foram centrifugados numa centrífuga 
refrigerada (HeraeusTM Fresco 17 Centrifuge [Thermo - Scientific]) a uma velocidade 
máxima de 17 000 g durante 15 minutos a 4 °C. Após a centrifugação, pipetou-se o 







Figura 2.1. Contagem das células na câmara de Neubawer. A contagem foi feita contando 2 arestas e 
desprezando outras duas em cada quadrado de foram a evitar/minimizar artefactos da contagem manual como se vê 
na figura. No final a soma dos quadrados (A,B,C e D) deu uma média de N x 104 células por mililitro. Este processo 
foi repetido a cada nova experiência. 




procedimentos foram realizados no gelo assim como foram utilizados inibidores químicos 
de forma a minimizar a atividade das proteases e outras enzimas que possam modificar 
composição da amostra através da degradação proteica. 
 Antes de correr as proteínas nos géis de poliacrilamida, foi determinada a concentração 
proteica de cada amostra com o kit BCA Protein Assay (Pierce®) de acordo com as 
instruções do fabricante. Este é um ensaio colorimétrico e altamente sensível e seletivo 
que consiste na redução do Cu2+ em Cu+, em meio alcalino, pela solução do reagente 
bincinconínico (BCA). Duas moléculas quelantes de BCA por cada ião Cu+ combinam-
se e formam um complexo molecular que exibe uma forte absorvância a 562 nm que é 
diretamente proporcional à concentração proteica da solução e que se observa também 
por uma mudança de cor azul esverdeada para violeta. 
A solução foi preparada numa proporção de 50:1 entre o reagente A (BCA em 
tampão bicarbonato) e reagente B (solução aquosa de sulfato de cobre a 4 %) 
respetivamente e pipetou-se 8 µL desta solução para uma placa de 96 poços. Foi 
estabelecida uma curva de calibração para uma gama de concentrações de interesse (0,4 
µg/µL – 1 µg/µL) utilizando albumina de soro bovino (Bovine Serum Albumine - BSA), 
fornecida também pelo fabricante de forma a manter as concentrações dentro da margem 
de calibração. Fez-se também uma solução de referência (“zero”) com água Mili-Q de 
forma a manter qualidade do ensaio. Por fim adicionou-se 1 µL de cada amostra 
(previamente diluída em água [1:10]) aos 8 µL de solução BCA (ver figura 2.2). 
 
 






Preparada, a placa foi incubada a 37 °C durante 30 minutos e a quantificação foi 
realizada no Nanodrop 2000c UV-Vis Spectrophotometer (Thermo-Scientific) a 562 nm. 
Este processo foi necessariamente importante para determinar a quantidade de amostra a 
ser utilizada para a eletroforese em gel de poliacrilamida. 
 
2.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida e Western blotting 
 
Western blotting é uma técnica que visa identificar proteínas específicas após a 
separação das mesmas por eletoforese em gel de poliacrilamida. A eletroforese foi então 
preparada segundo um protocolo previamente estabelecido no laboratório. Desta forma 
foram utilizados tampão Tris 1 M a pH = 8,8, solução stock de acrilamida a 40% 
(acrilamida:bis-acrilamida (29:1) (AppliChem), SDS (dodecil sulfato de sódio) a 10 % 
que rompe as ligações não-covalentes entre as proteínas alterando a sua conformação 
nativa e fazendo com que estas adquiram carga negativa ajudando assim a separação 
proteica em resposta ao impulso elétrico (eletroforese), H2O Mili-Q, APS (persulfato de 
amónia) a 25 % um agente oxidante que inicia a polimerização da poliacrilamida e bis-
acrilamida juntamente com o TEMED (AppliChem®), um catalisador da reação, 
Preparação da curva de calibração: 
1 µL 
9 µL H2o Mili Q + 1 µL proteína 
8 µL BCA + 1 µL  
Referência : 1 µL H2O + 8 µL  BCA 
1 µL de S1 + 8 µL  BCA  
1 µL de S2 + 8 µL  BCA  
Standard 1 : 1 µL BSA + 4 µL H2O  
Standard 2 : 3 µL BSA + 3 µL H2O 
Curva de calibração: 
Figura 2.2. Preparação da placa com o kit BCA Protein assay. A placa foi preparada de acordo com as 
instruções do fabricante. Este processo foi necessário para determinar a quantidade de amostra a ser utilizada para 
carregar o gel de poliacrilamida e repetido a cada experiência – western blotting. 




permitindo desta forma a solidificação de um gel poroso que permite a separação de 
proteínas de acordo com o seu peso molecular – anexo I. Para o stacking gel a receita foi 
a mesma apenas diferiu no Tris, desta vez a pH = 6,8. Esta diferença de pH é importante 
pois permite aos aniões de glicina (trailing ions) e os aniões cloreto (leading ions) 
empacotarem as proteínas numa espécie de sanduíche fazendo com que as protéinas se 
juntem antes de entrar no gel de corrida e iniciem a ‘corrida’ ao mesmo tempo. Os géis 
foram feitos com uma percentagem de acrilamida adequada a cada peso molecular (entre 
10 e 12%). Os géis ficaram aproximadamente 30 minutos a polimerizar num suporte 
Mini-Protean (Bio-Rad). O stacking foi colocado por cima do gel de corrida e preparou-
se o restante equipamento de eletroforese com os géis submersos em tampão de 
eletroforese a 1x.  
As amostras quantificadas anteriormente foram preparadas para o carregamento 




  do volume total e o restante volume continha a diferença entre a 
concentração desejada e a resultante da quantificação realizada no Nanodrop. O restante 
volume foi perfazido com H2O Mili-Q. Preparadas, as amostras foram fervidas a 99 °C 
durante 5 minutos para desnaturar seguidamente carregadas no gel. O primeiro poço de 
cada gel foi sempre primeiramente carregado com 2µL do marcador NZYColour Protein 
Marker II (NZYTECH) seguido de 20 µL de cada amostra. 
Para a eletroforese aplicou-se uma corrente de 105 V (0.05 e 0.08 A) para permitir 
a migração das amostras no gel até que entrassem no gel de corrida. Após isto a voltagem 
foi aumentada para 120-130 V. O tempo total de corrida foi de 80 -90 min . 
Terminada a corrida as proteínas, agora separadas por peso molecular foram 
transferidas para uma membrana de nitrocelulose de 0,2 µm (BioiTraceTM) NT [Pall 
Corporation] onde permanecem imobilizadas e representam uma réplica do gel. O gel de 
poliacrilamida foi colocado junto à membrana, envolvidos por papel de filtro e esponjas 
(método “sanduíche”) – figura 2.3 e uma placa de gelo. Aplicou-se uma voltagem de 100 
V durante 70 minutos. 
 
 





Feita a transferência, a membrana foi incubada com leite magro em pó a 5 %, sem 
caseína, dissolvido em tampão salino-Tween 20 (TBS-T) durante 30 minutos com 
agitação e à temperatura ambiente de modo a impedir interações inespecíficas de outras 
proteínas com o nosso anticorpo de interesse. As membranas foram então incubadas a 4 
°C com o anticorpo primário (diluído em TBS-T com BSA, ou leite e azida a 0,05% de 
forma a evitar contaminações) até o dia seguinte – Tabela II. Após este intervalo de 
tempo, fizeram-se 5 lavagens de 5 minutos cada com TBS-T até cobrir a membrana e 
adicionou-se o anticorpo secundário (1:5000 em TBS-T) específico para a espécie animal 
onde o anticorpo primário foi produzido e conjugado com a enzima HRP (horseradish 
peroxidase). Incubou-se 1h à temperatura ambiente e fizeram-se mais 5 lavagens como 
descrito acima.  
 
Tabela II: Lista de Anticorpos primários e secundários utilizados neste estudo. 
 
Anticorpos Primários 
Anticorpo Descrição e referência Fornecedor 
p36 (annexina A2) Ratinho IgG Nosso laboratório 
p-AKT Coelho IgG; sc-7985 Santa Cruz Biotechnology 
AKT Cabra IgG; sc-1618 Santa Cruz Biotechnology 
p-ERK Cabra IgG; sc-16982 Santa Cruz Biotechnology 
ERK Rato IgG; sc-135900 Santa Cruz Biotechnology 














Papéis de filtro 
Esponja 
- 
Papéis de filtro 
Figura 2.3. Esquematização do método de 'sanduíche' na técnica de  western blot.  A transferência é 
feita com o material indicado na figura pela mesma ordem. É aplicada uma corrente de 100 V durante 1 hora e 10 
minutos pelo que as proteínas migram para o cátodo (+) e para a membrana de nitrocelulose. 






As bandas resultantes foram visualizadas utilizando uma solução de quimiluminescência  
(enhanced chemiluminescence – ECL) – Anexo III - numa diluição de 1:1 e as imagens foram 
obtidas através do sistema de imagem ChemiDocTM XRS System (BioRad). 
 
2.4 DCF-DA - Determinação dos níveis intracelulares de ERO 
 
Para determinar os níveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) em condições 
de hipóxia vs normóxia, utilizou-se o reagente 2’,7’ – diclorofluoresceína diacetato 
(DCF-DA), de acordo com as instruções do fabricante. O DCFH-DA, não fluorescente, 
difunde-se através das membranas das células e é deacetilado pelas esterases 
intracelulares que o transformam num composto capaz de ser oxidado por ERRO 
intracelulares (H2O2) convertendo-o em DCF (fluorescente) 
84. A deteção dos níveis de 
ERO é feita pela leitura da fluorescência com um espectro máximo de excitação a 492 
nm e emissão a 530 nm e a leitura é diretamente proporcional à concentração de ERO, ou 
seja, quanto mais forte o sinal, maior a concentração de ROS intracelular. Para o ensaio 
preparou-se uma placa de 96 poços com 2x104 células/poço em DMEM completo. 
Incubou-se a placa durante 24 h a 37ᵒC, 5% CO2 em atmosfera húmida e no dia seguinte 
PRDX II Cabra IgG; sc-23967 Santa Cruz Biotechnology 
Actina Cabra IgG; sc-1615 Santa Cruz Biotechnology 
GADPH Coelho IgG; sc-25778 Santa Cruz Biotechnology 
HIF 1-α Coelho IgG; sc-10790 Santa Cruz Biotechnology 
HIF 2-α Ratinho IgG; sc-46691 Santa Cruz Biotechnology 
Pp38 Coelho IgG; sc-17852 Santa Cruz Biotechnology 
p38 Coelho IgG; sc-535 Santa Cruz Biotechnology 
VEGF-D Coelho IgG; sc-13085 Santa Cruz Biotechnology 
VEGF Coelho IgG; sc-152 Santa Cruz Biotechnology 
p-JNK Cabra; IgG; sc-12882 Santa Cruz Biotechnology 
JNK Coelho; IgG; 9252 Cell Signaling 
Anticorpos secundários 
Anti-rato Burro IgG-HRP; sc-2314 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-cabra Bovino IgG-HRP; sc-2384 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-coelho Cabra IgG-HRP; sc-2004 Santa Cruz Biotechnology 




atribuiu-se um tratamento de 1 % de O2 ou 200µM de CoCl2 conforme os gráficos. Após 
este intervalo de tempo retirou-se o meio DMEM e lavaram-se as células com 100μl de 
PBS com Ca2+ e Mg2+. Adicionou-se novamente 100 μl de PBS Ca2+ e Mg2+ em cada 
poço contendo DCF-DA a 200 µM. Incubou-se durante 30 minutos a 37ᵒC em atmosfera 
húmida com 1% O2 e 5% de CO2 ou 200 µM de CoCl2 e mediu-se a fluorescência 
recorrendo a um espetrofotómetro leitor de placas (TECAN – Infinite M200). 
 
 
2.5 Extração de RNA 
 
De forma a analisar a expressão génica de alguns genes potencialmente 
envolvidos na atividade redox ou potenciais alvos de proteínas redox, iniciou-se a 
extração de RNA das células MDA MB 231, HT1080 e A549 com os shRNA 3, 4 e 
scramble previamente cultivadas em placas de 60 mm. Para a extração do RNA começou-
se por retirar o meio e lavar com 2 mL de PBS Ca2+. Removeu-se o PBS e adicionou-se 
500 µL de TRI Reagent por placa e transferiu-se o lisado para um tubo eppendorf. 
Adicionou-se 100 µL de clorofórmio seguida de uma homogeneização no vórtex durante 
15 segundos. Incubou-se 10 minutos à temperatura ambiente. Centrifugaram-se as 
amostras a 12 000 g durante 15 minutos a 4 °C que auxilia na separação das fases aquosa 
(RNA), interfase vermelha (DNA) e fase orgânica (proteína). Transferiu-se a fase aquosa 
para um novo tubo eppendorf com 250 µL de isopropanol. Após 10 minutos de incubação 
à temperatura ambiente centrifugou-se a 12 000 g durante 10 minutos a 4 °C. Descartou-
se o sobrenadante e adicionou-se 500 µL de etanol a 75 %. Centrifugou-se a 12 000 g 
durante 5 minutos a 4 °C e descartou-se o sobrenadante novamente. Deixou-se secar o 
pellet durante 10 minutos e finalmente, ressuspendeu-se o pellet em 30 µL de H2O Mili-
Q. 
 
2.6 Síntese de cDNA  
 
Para a síntese de cDNA  foi utilizado o kit NZY M-MuLV First-Strand cDNA 
Synthesis KIT, NZYTECH de acordo com as instruções do fabricante. A reação foi 
realizada num tubo eppendorf sem nucleases,  a 4 ºC. Para a reação de emparelhamento 
utilizou-se 2 µg de RNA, 0.5 µL de primers oligo dT, 0.5 µL de 10 x de Annealing buffer  




e H2O até perfazer um volume final de 4 µL. Homogeneizou-se e incubou-se a 65 °C 
durante 5 minutos. Realizou-se um choque térmico de 1 minuto no gelo e fez-se uma 
centrifugação breve. Para a reação de transcriptase reversa adicionou-se 5 µL de sNZYRT 
2x Master Mix, 1µL de NZYM-MuLV RT Enzyme Mix num volume final de 10 µL. 
Homogeneizou-se e incubou-se a 25 °C durante 10 minutos seguida de outra incubação a 
37 °C durante 50 minutos. 
Para inativar a reação, os tubos foram incubados a 85 ºC durante 5 minutos, e 
colocados novamente no gelo. Adicionou-se a cada tubo 0.5 µL de NZY RNase H (E.coli) 
e incubou-se novamente a 37 ºC durante 20 minutos. Por fim adicionou-se 5 µL de H2O. 
 
 
2.7 Quantitative Real Time Polimerase Chain Reaction  - qRT-PCR  
 
 
O RT-PCR quantitativo em tempo real (quantitative real time polymerase chain 
reaction, qRT-PCR) é uma técnica altamente sensível que foi utilizada neste trabalho para 
detetar mudanças na expressão génica em células MDA MB 231 com shRNA 3 e 4 para 
a ANXA2 e respetivas células controlo (scramble). Foi seguido o protocolo de acordo 
com as instruções do fabricante. Utilizou-se como housekeeping gene o GADPH, para 
normalização do qRT-PCR. Em cada experiênciaanalisamos triplicados de cada amostra. 
As reações de qRT-PCR com um volume total de 10 µL por reação foram preparadas com 
Master Mix NZYRT, 300 µM de cada primer, 1 µL de cDNA e H2O DEPC-treated até 
perfazer um volume total de 10 µL por reação. 
A reação foi realizada com um passo inicial de desnaturação a 95 °C durante 30 
segundos seguida de 40 ciclos de 95 °C durante 5 segundos, 60 °C durante 10 segundos 
e um passo final de elongação a 65 °C durante 5 segundos (termociclador C1000TM BIO-
RAD). A amplificação exponencial foi registada através da ligação do SYBR Green que 
apenas se liga às cadeias duplas emitindo fluorescência - figura 2.4 -detetada por um laser 
e cuja fluorescência é proporcional à amplificação do gene, ou seja, quanto maior a 
fluorescência do SYBR Green mais DNA.  
Para o tratamento de dados fez-se a média dos triplicados e calculou-se o número 
de ciclos, caracterizado pelo algoritmo ∆Ct. O valor Ct diz-nos o ciclo a partir do qual 
começa a amplificação do nosso gene de interesse. O valor deste algoritmo é 
inversamente proporcional ao número de vezes que o nosso gene está transcrito, ou seja, 




quanto menor o valor de Ct, mais cedo começa a amplificação, maior é a expressão do 
gene. Este valor é então normalizado com o nosso transcrito de referência (GAPDH) para 
obter o valor de ∆Ct. Após a normalização foram feitos os cálculos analisando cada gene 
individualmente com o seu controlo scramble (∆∆Ct). Para a interpretação dos resultados 
utilizou-se a fórmula 2−∆∆𝐶𝑡 85 obtendo assim o número de vezes que o gene está 
amplificado relativamente ao controlo (fold change). Os primers utilizados neste trabalho 
podem ser consultados na tabela que se segue - Tabela III. 
 
 
Tabela III: Lista de primers utilizados no qRT-PCR. 
Primer Sentido Sequência dos Oligos 5’ -> 3’ Tamanho 
 (pares de bases) 
ANXA2 
Direto CTCTACACCCCCAAGTGCAT 20 
Inverso TCAGTGCTGATGCAAGTTCC 20 
GAPDH 
Direto CAATGACCCCTTCATTGACC 20 
Inverso TTGATTTTGGAGGGATCTCG 20 
Nrf2 
Direto TCATGATGGACTTGGAGCTG 20 
Inverso CATACTCTTTCCGTCGCTGA 20 
LDHA 
Direto GCTGGTCATTATCACGGCTG 19 
Inverso AGCAACTTGCAGTTCGGGCTG 20 
GLUT1 
Direto CTCCTGCCCTGTTGTGTATAG 20 
Inverso CAGGAGTGAGGTGGTGTATTT 20 






SYBR Green SYBR Green não ligado 
Figura 2.4. Medição dos níveis de expressão génica por qRT-PCR utilizando SYBR Green. A amplificação 
dos genes é registada através da ligação do SYBR Green que apenas se liga às cadeias duplas emitindo 
fluorescência que é posteriormente detetada por um laser. A fluorescência detetada é proporcional à 
amplificação do gene - quanto maior a fluorescência do SYBR Green mais DNA tem na nossa amostra. 




Inverso  ATGTCAGGAGAGGCCCCATA 20 
HIF 2-α 
Direto GTGCCATGACAAACATCTTCCAG 22 




2.8 Ensaio de Iodoacetamida Biotinilada (BIAM) 
 
Os ensaios de Iodoacetamida biotinilada são utilizados para determinar a 
oxidação/redução proteica. O BIAM baseia-se num método indireto de deteção de grupos 
tiol (–SH ) reduzidos  em cisteínas reativasOs aniões tiolato são muito mais reativos e 
sensíveis à oxidação por ERO pelo que a iodoacetamida sendo um agente de alquilação 
específico para tióis, liga-se preferencialmente a aniões tiolato do que grupos tiol livres a 




A iodoacetamida biotinilada reage com aniões tiolato por substituição nucleofílica 
(SN2) formando uma ligação covalente e o sinal da biotina é subsequentemente medido 
por western blotting com streptavidina conjugada-HRP 86. A perda ou ausência do sinal 
da marcação por BIAM é proporcional ao grau de oxidação dos tióis que se deve a uma 
menor substituição nucleofílica dos átomos de enxofre pelo BIAM, ou seja maior é a 




Figura 2.5. Reatividade dos Tióis. Apesar da reatividade de ambos, os aniões tiolato são muito mais 
sensíveis do que os grupos de tiol livres. grupos tiol (esquerda) e aniões tiolato (direita). Adaptado de 
(Wall, Oh, Diers, & Landar, 2012) 






As células foram expostas a 1 % O2 durante 15’, 30’, 1h, 1h30, 2h ou não tratadas, 
após o qual fez-se a lise celular e extração de proteínas. O tampão de lise foi 
desgaseificado durante 2h, tempo após o qual foram transferidos 1.5 mL para um tubo 
eppendorf com BIAM a uma concentração final de 200 µM. O lisado foi pipetado para 
um novo tubo eppendorf seguida de uma incubação durante 30 minutos à temperatura 
ambiente. Centrifugou-se durante 15 minutos a 13.800 g, 4 ºC e transferiu-se o 
sobrenadante para os concentradores com o objetivo de descartar o BIAM em excesso 
que não se ligou às proteínas. Centrifugou-se novamente a 13.800 g durante 8 minutos a 
4 ºC. Adicionou-se 200 µL de tampão de lise com iodoacetamida (sem biotina) a uma 
concentração final de 2 mM de forma a parar a reação e proteger as cisteínas que já foram 
biotiniladas seguida de uma centrifugação durante 8 minutos a 13.8000 g, 4 ºC de forma 
a retirar o excesso de BIAM que não se ligou às proteínas do lisado. Este passo foi 
repetido por mais duas vezes. O lisado foi transferido para um tubo eppendorf novo e 
quantificado. Para a visualização dos resultados foram utilizados 25 µg de cada lisado 
proteico para eletroforese em gel de poliacrilamida a 12 % e posterior Western blotting 
com streptavidina conjugada com HRP. 
Paralelamente ao passo anterior foi realizado um pull-down de cada lisado 
proteico de forma a ter só e apenas as proteínas que se ligaram ao BIAM e observar o 
estado redox de várias proteínas em comparação com os extratos totais realizados no 
western blotting anterior. Foram utilizados 200 µg de cada lisado proteico em 200 µL de 
tampão de lise e adicionou-se 40 µL de streptavidina conjugada com beads de agarose a 
cada lisado. Incubou-se 15 min à temperatura ambiente com rotação seguido de 1h15 min 
a 4 ºC com rotação.  
Centrifugou-se à velocidade máxima de 17 000 g, durante 3 min a 4 ºC e 




Figura 2.6. Esquema de funcionamento do BIAM. A iodoacetamida liga-se aos tióis não-oxidados de 
cisteínas reativas. O sinal da é captado por imunoprecipitação em western blotting e a sua intensidade deve-se 
ao nível de oxidação (menos sinal) ou redução (mais sinal) das proteínas após um tratamento. Adaptado de 
(Leonard & Carroll, 2011). 




invertendo várias vezes até ficar homogéneo. Este passo de lavagem foi repetido mais 3 
vezes. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se em 20 µL de tampão de lise 2X. 
Incubou-se 10 minutos a 98 ºC, centrifugaram-se e armazenaram-se os lisados a -20 ºC. 
No dia seguinte foi corrido um gel de poliacrilamida com os extratos totais dos lisados e 
o pull down que contém apenas as proteínas reduzidas. Foram então observados o estado 
redox de: ANXA2, PRDX I, PTEN, AKT, Caspase 3e actina. 
Este ensaio não revela a natureza da oxidação, no entanto, aplicado um tratamento 
pode-se observar/monitorizar o estado de oxidação intracelular das proteínas que 






























3.1 Estabelecimento das linhas celulares  
 
 Para iniciar o estudo proposto, foi necessário estabelecer as linhas celulares, pelo 
que foi necessário recorrer ao stock existente no laboratório. Foi retirada então uma 
amostra de várias linhas e verificou-se quais teriam de facto uma elevada expressão de 
ANXA2, a proteína em estudo –figura 3.1. 
Foram consideradas então as linhas celulares de fibrossarcoma, HT1080 (11), 
carcinoma do pulmão, A549 (12) e carcinoma da mama, MDA MB 231 (13) que 
expressam níveis elevados de ANXA2 para realizar o estudo proposto para esta tese – 
figura 1. 
Analisou-se também a expressão de peroxirredoxinas, proteínas antioxidantes que 
inativam H2O2 (tal como a ANXA2) nestas linhas celulares. Foi interessante observar 
uma relação inversa na expressão de ANXA2 e PRDX II. Ou seja, nas linhas celulares 
com uma elevada expressão de ANXA2 observou-se uma baixa expressão ou mesmo 
ausência de PRDX II e vice-versa. 
Figura 3.1. Estabelecimento das linhas celulares. As células  foram incubadas  numa atmosfera húmida 
de 37°C, 5% de CO2 até ficarem confluentes e sem qualquer tipo de tratamento. Foi feita a lise para extração do 
conteúdo proteico e análise por western blot – 20 μg lisado.  
A numeração indica o tipo de linha celular, são elas:  1-293T e 2- HEK 293 (Rim, linha embrionária); 3- CC2565 
(astrócitos normais); 4-SEBTA003, 5-SEBTA023, 6- SEBTA 025, 7-UP029 (linhas de cancros cerebrais); 8-
MCF7 (linha de cancro da mama); 9-MiaPaca2 (linha de cancro do pâncreas); 10 HCT116 (linha de cancro do 
cólon); 11-HT1080 (fibrossarcoma); 12-A549 (linha de cancro do pulmão); 13 . MDA MB 231 (linha de cancro 
da mama). Todas estas linhas provêm de células humanas. N=2. 
  




Não se observou no entanto qualquer tipo de correlação entre a atividade das vias 
de transdução de sinal de sobrevivência (PI3K/Akt), ou do seu inibidor (PTEN) e da via 
de sinalização de proliferação (ERK 1/2) com os níveis de expressão de ANXA2 a nível 
endógeno (sem sofrerem qualquer tipo de tratamento) no painel de células cancerígenas 
analisadas. 
Para investigar se a ANXA2 desempenha um papel importante na regulação de 
vias de sinalização de proliferação e sobrevivência (referido anteriormente) 
potencialmente ativadas por condições de hipóxia, utilizei as linhas celulares descritas 
acima. Nestas experiências foram utilizadas células com depleção (shRNA3 e shRNA4) 
da ANXA2 versus controlo (shRNA scramble).  
 
3.2 Hipóxia Química 
 
A presença e quantidade de O2 disponível, é fundamental para o funcionamento 
das hidroxilases de prolina PHD e FIH. A regulação das PHDs e FIH, importantes 
reguladores de estabilização de HIF- α (ver secção Hipóxia – Introdução) é mediada de 
forma dependente de 2-oxoglutarato e de ião de Ferro (II) para exercerem a sua função 
corretamente induzindo HIF α à degradação 88. 
A importância da existência de um ião de Fe (II) para a sua atividade já foi 
comprovada através da inibição, por exemplo, por iões de cobalto [Co(II)], Níquel [Ni(II)] 
que são metais capazes de induzir hipóxia e por isso este tipo de hipóxia é designado por 
hipóxia química 89.  Contudo a exposição das células à hipóxia química, induzida através 
da adição de metais leva a um aumento de ERO, e como tal, estimulam a expressão génica 
subjacente 90. Durante este trabalho foram realizados ensaios de hipóxia química nos 
quais se utilizou o CoCl2 para induzir hipóxia. Aqui, os iões Co(II) competem com os 
iões Fe(II) pelo acesso ao sítio onde o Fe(II) se liga às PHD e FIH, alterando a 
conformação do grupo heme, sensor de O2 das PHDs e FIH, impedindo que estas exerçam 
a sua função: marcar HIF-α para degradação 91,92. Foram então utilizadas concentrações 
de 200 μM de CoCl2 para as células MDA MB 231 e HT1080, e 400 μM para a linha 
A546 as quais foram submetidas a intervalos de tempo de hipóxia diferentes com 
posterior lise e extração do conteúdo proteico e análise das proteínas por western blot. 
Paralelamente a estas experiências foram realizadas extrações de mRNA com o objetivo 




de estudar mecanismos transcricionais de genes que codificam para proteínas que possam 
estar envolvidas na resposta hipóxica.  
 
3.2.1 Análise das vias de sinalização ativadas em resposta à 
hipóxia induzida por CoCl2 (hipóxia química) 
 
Os ensaios de hipóxia química foram realizados com o objetivo de obter uma 
primeira análise de simulação de hipóxia. São ensaios de custo relativamente baixo e de 
fácil manipulação que permitem obter resultados preliminares e delinear futuros ensaios. 
Estes ensaios centraram-se no objetivo de estabilizar o fator HIF-α, através da inibição 
das PHD e FIH por competição do ião Co(II) do cloreto de cobalto pelo centro ativo de 
ferro (Fe[II]).  
Comecei então por estabelecer quais as concentrações mais indicadas para ensaios 
de hipóxia química, utilizando diferentes concentrações de CoCl2 Para tal, utilizei as 
células HT1080 wild type (WT) que foram submetidas a tratamentos com diferentes 
concentrações de CoCl2 durante 2 horas com posterior lise para extração do conteúdo 
proteico e análise por western blot com anticorpos para as proteínas de interesse- Figura 
3.2. Para as experiências de hipóxia química escolheu-se uma concentração 
suficientemente forte para induzir uma boa estabilização de HIF 1-α (marcador de 
hipóxia). Assim sendo, a concentração de 200 μM de CoCl2 foi a escolhida para as 
experiências subsequentes. Foi interessante observar que concentrações mais elevadas 
(400 µM e 1 mM de CoCl2) não induziram uma estabilização eficiente de HIF 1-α 
comparativamente com o tratamento com 200 μM de CoCl2. Isto pode dever-se a um 
efeito citotóxico devido a elevadas concentrações de CoCl2. Verificou-se alguma ativação 
Figura 3.2. Estabelecimento da concentração de CoCl2 a ser utilizada nos ensaios 
de hipóxia química. As células HT1080 WT foram incubadas com diferentes concentrações 
de CoCl2 durante 2h numa atmosfera húmida de 37°C, 5% de CO2. Foi feita a lise para extração 
do conteúdo proteico e análise por western blot – 20 μg lisado. N=2. 




da via apoptótica p38 (aumento de fosfo (P)-p38 comparativamente a células não tratadas) 
ao final das 2 horas de tratamento nas células ratadas com 400 μM e 1 mM de CoCl2  que 
vai de encontro ao facto do CoCl2 ser naturalmente tóxico para as células. Foram 
realizados western blots para a caspase 3, uma proteína de 40 kDa, marcador apoptótico 
que após a clivagem dá origem a subunidades de 17 kDa ou 11 kDa. No entanto não se 
observou a clivagem desta proteína (data not shown). Os níveis de ANXA2 (p36) também 
não pareceram mudar após tratamento das células com 200 μM de CoCl2 durante 2 horas. 
  Definida a concentração de CoCl2, procedeu-se aos ensaios de hipóxia química e 
decidiu-se aplicar a mesma concentração de CoCl2 (200 μM) à linha celular MDA MB 
231, previamente testada por outros autores93. Quanto à linha A549, estas células 
pulmonares estão geneticamente preparadas para efetuar trocas de oxigénio entre os 
alvéolos e outras células. A distribuição de O2 não é homogénea pelo que de certa forma, 
estas células estão preparadas para alterações no fornecimento de O2 até certos níveis 
94. 
Para além disso estudos feitos previamente no laboratório estabeleceram que a 
concentração óptima de CoCl2 para os estudos de hipóxia química usando as células A549 
seria de 400 μM (o dobro) da concentração de CoCl2 utilizada para as restantes linhas 
celulares. Para cada experiência foram efetuados tratamentos com a mesma concentração 
de CoCl2 e vários intervalos de tempo (time courses). 
 
Figura 3.3  Células HT1080 depletadas em ANXA2 expostas a 200 uM de CoCl2 estabilizam HIF-1 
alfa. ANXA2 p36 shRNA3 – lado esquerdo, ANXA2 p36 shRNA4 – centro, ANXA2 p36 shRNA scramble – lado 
direito. As células foram cultivadas em placas de 60 mm e expostas a 200 uM de CoCl2 nos intervalos de tempo 
identificados. Depois da lise seguiu-se a análise por western blotting – 20 ug de lisado em cada poço- incubação com 
os anticorpos indicados na figura. N=2. 
 
Os resultados obtidos indicaram que as células HT1080 depletadas de ANXA2 
estabilizam mais eficazmente HIF 1-α em resposta a hipóxia química (200 μM de CoCl2) 
comparativamente com as células controlo (scramble). Relativamente a ERK 1/2 e p38 




envolvidos em vias de sinalização de proliferação e pró-apoptóticas respetivamente, não 
foram registadas diferenças significativas entre as células depletadas de ANXA2 
comparativamente com as células controlo (figura 3.3). 
 A mesma experiência foi feita para a linha celular MDA MB 231. Os resultados 
mostraram que estas células, tratadas ou não tratadas, apresentavam níveis elevados de 
PRDXII em resposta à depleção da ANXA2, comparativamente com as células controlo 
(scramble). A hipóxia química favoreceu a estabilização de HIF 1-α que se verifica às 2h 
de tratamento com CoCl2 e os níveis de HIF 1-α foram significativamente mais elevados 
em células depletadas de ANXA2 comparativamente com as células controlo. Foi curioso 
observar, alguma ativação da via (PI3K/) AKT principalmente nas células depletadas de 
ANXA2, no entanto estas não se verifica na via ERK 1/2, envolvidas na ativação de vias 
de sobrevivência e proliferação (figura 3.4). 
 
 
As células A549 foram sujeitas a um tratamento de hipóxia longo – figura 3.5. Em 
ambos os controlo e knockdown para ANXA2 verifica-se a acumulação de HIF-1α 
sensivelmente a partir das 3h de hipóxia e essencialmente às 16h onde se verifica a sua 
acumulação máxima nesta experiência. Relativamente ao HIF 2-α observou-se a sua 
acumulação a partir das 3h de hipóxia apenas nas células depletadas de ANXA2 que se 
prolonga até às 48h. Nestas células, a via (PI3K/) AKT esteve significativamente ativada 
Figura 3.4. Células MDA MB231 depletadas em ANXA2 aumentam a PRDXII e estabilizam HIF 
1-α após a exposição a 200 uM de CoCl2. ANXA2 p36 shRNA3 – lado esquerdo, ANXA2 p36 shRNA4 – 
centro, ANXA2 p36 shRNA scramble – lado direito. As células foram cultivadas em placas de 60 mm e expostas 
a 200 uM de CoCl2 nos intervalos de tempo identificados. Depois da lise seguiu-se a análise por western blotting 
– 20 ug de lisado em cada poço- incubação com os devidos anticorpos. N=3. 




em ambas a depleção e controlo, parecendo haver alguma diminuição às 48h que pode 
ser devido a alguma morte celular por exposição ao CoCl2, o que é consistente com a 
fosforilação da via Pp38 que se verifica na imagem, neste tempo. A ativação da via 
apoptótica (P-p38) ocorreu às 16h e às 48h em ambas as linhas celulares (shRNA3 vs 
controlo) pelo que não parece haver correlação entre ANXA2 e ativação dos mecanismos 
de apoptose. O VEGF, para além de ser o gene que mais responde à atividade 
transcricional de HIF-α, possui na sua constituição proteica um domínio de cisteína 
reativo existente na família de VEGFs e faz desta um alvo sensível a sistemas redox. 
Decidi portanto investigar, se se verificava a produção proteica de VEGFD, que se 
encontra expressa em vários tipos de células cancerígenas inclusive do pulmão 95,96 . 
Curiosamente, verificou-se uma expressão significativamente mais elevada de VEGFD 
nas células A549 depletadas de ANXA2 (tratadas e não-tratadas), comparativamente com 
as células controlo. 
Também se verificaram alterações nos níveis de ANXA2 em ambos os controlo e 
knockdown. Em p36 shRNA3 pode ver-se um aumento da ANXA2 a partir das 3h de 
hipóxia diminuindo a partir das 24h ao contrário das células controlo (scramble) cuja 
alteração se verifica por uma diminuição progressiva de ANXA2 a partir das 6h 
inclusivamente.  
Após os ensaios de hipóxia química procedi a ensaios de hipóxia real. O mecanismo de 
estabilização de HIF-α afeta não só a atividade das PHD mas também de vários 
mecanismos celulares e outras proteínas sensíveis a variações de O2.  
Figura 3.5. Células A549 depletadas em ANXA2 expostas a 400 uM de CoCl2 estabilizam HIF 1-
α. ANXA2 p36 shRNA3 – lado esquerdo, ANXA2 p36 shRNA4 – centro, ANXA2 p36 shRNA scramble – lado 
direito. As células foram cultivadas em placas de 60 mm e expostas a 400 uM de CoCl2 nos intervalos de tempo 
identificados. Depois da lise seguiu-se a análise por western blotting – 40 ug de lisado em cada poço- incubação 
com os devidos anticorpos. N=3. 





3.3 Hipóxia Real 
 
Os mecanismos que atuam na hipóxia química (neste estudo induzida pelo CoCl2) 
são diferentes dos mecanismos de hipóxia real, na qual as células foram incubadas numa 
incubadora programada para 1% O2. Enquanto que na hipóxia química estamos apenas a 
afetar um mecanismo específico (inibição das PHDs por competição do Co[II] pelo centro 
ativo onde se liga Fe[II]), a hipóxia real terá mais efeitos sobre toda a célula e em proteínas 
que são reguladas por O2, que não irão ser afetadas pela hipóxia química. No entanto, a 
um pH fisiológico também acontece a oxidação de iões de Fe2+, Zn2+ e Mn2+ importantes 
para mecanismos fisiológicos relacionados, por exemplo, com a homeostase sistémica 
intracelular, ligações DNA – proteína entre outros 51. 
Tanto a hipóxia química com a real têm em comum a estabilização de HIF –α, e 
indução de espécies reativas de oxigénio (ERO), os dois focos deste trabalho. A hipóxia 
química é um método de fácil manipulação, barato e prático, que permitiu obter resultados 
preliminares como primeira análise de hipóxia. As experiências aqui realizadas foram 
posteriormente repetidas com ensaios de hipóxia real a 1% e 1.5 % de O2. Isto permitiu 
haver uma maior credibilidade e segurança dos resultados obtidos, assim como ter 
também como um controlo da experiência de forma ter certeza que as observações 
provinham dos fatores que ambos os métodos (hipóxia química e real) têm em comum: 




3.3.1 Análise das vias de sinalização ativadas em resposta a 
condições de hipóxia real (1% de O2) 
 
 As células MDA MB 231 e HT1080 (com ANXA2 shRNA3 e 4 ou shRNA 
scramble) foram expostas a 1% de O2 (hipóxia), durante diferentes intervalos de tempos 
seguidos da lise celular para extração do conteúdo proteico destas células, e posterior 
análise por western blot para diferentes proteínas alvo de interesse – figura 3.6. 





Figura 3.6. Células MDA MB 321 depletadas em ANXA2 mostram a indução de PRDX II em resposta 
afetando a expressão de HIF 1-alfa. Células MDA MB 231 (ANXA2 p36 shRNA3 – lado esquerdo, ANXA2 
p36 shRNA4 – centro, ANXA2 p36 shRNA scramble) foram expostas a 1% de O2 nos intervalos de tempo indicados 
seguido da análise por western blot (20 μg de lisado) e incubação com os anticorpos mencionados. N=3 
 
Submetidas a 1% de O2, as células MDA MB 231 p36 shRNA3 não parecem 
manifestar diferenças significativas a nível da estabilização de HIF-1α comparativamente 
com as células controlo. No entanto, nas células MDA MB 231 p36 shRNA4, 
verificaram-se níveis mais baixos de HIF-1α comparativamente com as células controlo 
durante o período de hipóxia investigado. Foi interessante observar um aumento da 
expressão da proteína antioxidante PRDXII nas células MDA MB 231 p36 shRNA4 (nas 
quais o silenciamento de ANXA2 é mais eficaz) tratadas e não tratadas comparativamente 
com as células MDA MB 231 p36 shRNA3 e controlo (scramble). Outro facto curioso 
foi observar nas células controlo (scramble), uma diminuição acentuada dos níveis de 
ANXA2 às 2h de hipóxia. São necessários mais estudos de exposição prolongada a 
condições de hipóxia para perceber durante quanto tempo esta diminuição ocorre e de que 
maneira poderá afetar os mecanismos celulares.   
As células HT1080 foram expostas a 1% de O2 durante um intervalo de tempo 
longo de hipóxia – figura 3.7. Os resultados indicam que as células depletadas de ANXA2 
estabilizam o HIF-1 α por um período mais longo e mais eficazmente (às 24h o HIF 1- α 
continua estável) comparativamente ao controlo (scramble) que apresenta uma 
diminuição a partir das 16h. Às 6h de hipóxia verifica-se uma expressão mais forte de 
HIF 1- α em células depletadas de ANXA2, comparativamente ao controlo. 
Curiosamente, o HIF-2 α parece ser detetado principalmente às 6h de hipóxia nas células 
depletadas de ANXA2, o que não se verifica nas células controlo (scramble). Os 




resultados mostram também que a via de sinalização PI3K/AKT está significativamente 
mais ativada nas células depletadas de ANXA2 às 16h e 24h comparativamente com as 
células controlo.  
A sinalização apoptótica (P-p38) foi ativada às 16h e 24h em ambas as amostras 
(knockdown e controlo). Não se verificaram diferenças significativas nas vias mediadas 
por ERK 1/2 ou JNK, proliferação e pró-apoptóticas respetivamente. Verificaram-se 
diferenças na expressão de VEGF pelas células HT1080 depletadas de ANXA2 
comparativamente com as células controlo à semelhança do resultado obtido com as 
células A549, registaram-se níveis relativamente mais elevados nas células depletadas de 
ANXA2 comparativamente com as células controlo. 
 
  
Figura 3.7. Células depletadas em ANXA2 estabilizam HIF-1 e 2 alfa e ativação da via PI3K/AKT 
em resposta a um tratamento de hipóxia comparadas às células controlo Células HT1080 (ANXA2 p36 
shRNA3 – lado esquerdo, ANXA2 p36 shRNA4 – centro, ANXA2 p36 shRNA scramble) foram expostas a 1% de O2 
nos intervalos de tempo indicados seguido da análise por western blot (20 μg de lisado) e incubação com os anticorpos 
mencionados. N=4. 
 




Após os resultados obtidos nas experiências anteriores nas quais se verificou o 
aumento de proteínas como PRDXII e VEGF mesmo em células não tratadas, resolvi 
comparar entre linhas se o mesmo acontecia ou se poderia ser um mecanismo específico 
para cada linha individual.  
Desta forma analisei por western blot os níveis de PRDX II e VEGFD nas células 
A549, HT1080 e MDA MB 231 depletadas de ANXA2 e respetivos controlos – Figura 
3.8. Os resultados revelaram uma expressão significativamente elevada de PRDX II nas 
células MDA MB 231 depletadas de ANXA2 comparadas ao controlo principalmente 
num dos shRNAs utilizados para depletar ANXA2 – shRNA4, confirmando os resultados 
obtidos anteriormente. O shRNA4 é mais eficaz no silenciamento da expressão de 
ANXA2. O mesmo acontece com VEGFD, cuja diminuição de ANXA2 parece levar ao 
aumento dos níveis basais de VEGFD com ou sem tratamento, mas apenas nas células 
A549; enquanto que nas células MDA MB 231 e HT1080 os níveis endógenos de VEGFD 
não são detectáveis ou são muito baixos, respetivamente 
 
3.4 Análise da oxidação de resíduos de cisteína (Cys) reativos 
presentes em proteínas com capacidade redox após tratamento de 




Os ensaios de BIAM foram realizados com o objetivo de investigar o estado redox 
de proteínas, mediado por EROs produzidas sob um estímulo hipóxico. Com este ensaio, 
não só nos propusemos a estudar o estado de oxidação de ANXA2 durante a hipóxia e 
confirmar se de facto esta proteína está a ser reciclada, assim como o estado de 











1. p36 shRNA 3
2. p36 shRNA 4
3. p36 shRNA scramble
Figura 3.8. Depleção de ANXA2 aumenta os níveis de PRDXII em células MDA MB231 e VEGFD em 
células A549. As células MDA MB 231, HT1080 e A549 foram cultivadas em placas de 60 mm sem qualquer 
tratamento. Após a lise para extração do conteúdo proteico procedeu-se à análise por western blotting com 20 ug de 
lisado. N=1. 




afetadas por um estímulo hipóxico e perceber se há correlação entre estas alterações e a 
atividade oxidante de ANXA2. Esta reação de oxidação/redução é detetada pela 
sensibilidade dos resíduos de cisteína presentes nas proteínas sensíveis às ERO 
intracelulares que são detetadas pelo BIAM. Por outras palavras, a iodoacetamida 
biotinilada reage com aniões tiolato (S-) formando uma ligação covalente. A perda ou 
ausência do sinal da marcação por BIAM é proporcional ao grau de oxidação dos tióis, 
ou seja, quanto menor for o sinal, maior é o estado de oxidação e vice-versa. Desta forma, 
as células foram expostas a 1% O2 durante um determinado período de tempo após o qual 
seguiu-se a lise das células e incubação com BIAM (200 μM) (procedimento descrito em  
Materiais e Métodos). As amostras foram no dia seguinte carregadas num gel de 
poliacrilamida para posterior deteção das proteínas-alvo com os anticorpos 
correspondentes. A deteção das proteínas marcadas por BIAM foi realizado através de 
uma nova incubação com streptavidina conjugada - HRP, uma proteína com elevada 
afinidade para a biotina, cuja ligação, uma vez formada é muito forte e difícil de quebrar, 
o que faz desta proteína um bom método de deteção, auxiliando desta forma a deteção do 
sinal marcado por BIAM. 
 Como referido anteriormente, uma diminuição na marcação por BIAM revela um 
aumento da oxidação dos resíduos de Cys por ERO. – Figura 8. O painel da esquerda 
representa a quantidade total de proteína existente em cada lisado. O lado direito 
representa as proteínas que se ligaram ao BIAM por estarem na sua forma reduzida. 
Olhando para o lado direito da figura 3.9, os resultados indicam que a ANXA2 apresenta 
um perfil redox variável ao longo do tempo de exposição à hipóxia, notável 
principalmente aos 15 minutos, 1h e 2h na qual se apresenta mais oxidada (menos 
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Figura 3.9. Células HT1080 WT revelam estado oxidação-redução após serem submetidas 
a condições de hipóxia (1% O2). As células foram expostas a 1% de O2 no intervalo de tempo indicado 
seguido da marcação por BIAM (200 μM) e análise por western blot. N=2. 




marcação por BIAM) comparativamente ao seu estado não tratado. É possível verificar 
que algumas proteínas apresentam –se  maioritariamente sob a forma oxidada como 
PTEN e caspase 3. Foi curioso também verificar o estado reduzido dominante de PRDX 
I e AKT que parece se alterar apenas após as primeiras 2h de hipóxia. É possível ver 
também que a actina, uma proteína importante para componentes como o citoesqueleto, 
é sensível a oxidação durante a hipóxia, sendo visível uma alteração do seu estado redox 
mais oxidado (NT-15 minutos) a mais reduzida aos 30 minutos de hipóxia, voltando a 
ficar oxidada e reduzida, possivelmente devido a fatores que possam estar a ser ativados 
para uma reorganização do citoesqueleto para que as células se consigam adaptar às 
condições de hipóxia – figura 3.9.  
 
 
3.5 Análise da expressão relativa dos níveis de mRNA de genes 
regulados por HIF 
 
Após a análise por western blot para verificar a ativação de vias que contribuem 
para a proliferação (P-ERK1/2), sobrevivência (P-AKT)), regulação da transcrição de 
genes (HIF-1α, HIF-2α), proteínas antioxidantes (PRDXI, PRDXII) e vias apoptóticas 
(JNK, P-p38, caspase3) em resposta à depleção de ANXA2 com e sem estímulo hipóxico, 
decidi então avaliar se a transcrição dos genes que codificam para proteínas reguladas 
pelo principal fator de transcrição envolvido na resposta hipóxica, HIF, seria também 
afetada em células depletadas da proteína em estudo. 
Foram realizados PCRs quantitativos em tempo real (qRT-PCR) após uma 
investigação na literatura de potenciais alvos sensíveis à hipóxia por forma a perceber de 
que forma a depleção de ANXA2 poderia afetar a sua expressão génica. 
Os resultados obtidos por western blot de experiências realizadas com as células 
MDA MB 231 (figuras 3.4 e 3.6) revelou haver de facto um aumento de PRDX II na 
depleção de ANXA2 sugerindo que o sucedido parece estar a ser um mecanismo de 
compensação por parte destas células que não se verificou nas outras linhas (figura 3.8.. 
Experiências realizadas anteriormente pelo nosso laboratório revelaram não haver 
diferenças entre a depleção de ANXA2 e os níveis proteicos de PRDX I, pelo que 
considerou-se este ser um bom controlo negativo para esta experiência. Utilizou-se então 
primers correspondentes a PRDX I e PRDX II e fomos investigar se este mecanismo de 
compensação também acontecia a nível da transcrição. 




Os resultados obtidos por qRT-PCR revelaram que a transcrição de PRDX I não 
parece ser alterada nas células depletadas de ANXA2 comparativamente com as células 
controlo (scramble), o que seria esperado. No entanto, os resultados revelaram que o gene 
para a PRDX II, que codifica para uma proteína antioxidante que atua sob um mecanismo 
semelhante à ANXA2, mostrou níveis de transcrição mais elevados em células depletadas 
de ANXA2 comparativamente às células MDA MB 231 controlo – figura 3.10. Estes 
resultados são concordantes com os resultados obtidos a nível das proteínas por análise 
por western blot – figuras 3.4 e 3.6. As células HT1080 e A549 foram expostas a 
intervalos de tempo de hipóxia real (1.5% O2) e química (400 μM), respetivamente. As 
células HT1080 WT foram NT ou expostas a intervalos de tempo de 3h e 6h com 1.5% 
O2 e foram analisados genes como HIF-1α, HIF-2α, os quais se destacaram nas análises 
por western blot anteriormente. Investiguei ainda genes que são alvos destes fatores de 
transcrição como GLUT1 – um dos ativadores do mecanismo glicolítico, NRF2 – fator de 
transcrição que ativa a expressão de antioxidantes, e MMP2 – colagenase importante para 
a degradação da ECM, cujas atividades estão potencialmente envolvidas durante a 
resposta hipóxica - figura 3.11. 
Os resultados sugerem que a transcrição de HIF 1-α diminui com a exposição a 
níveis baixos de O2. Curiosamente, a expressão de HIF 2-α parece aumentar a partir das 
6h inclusive comparativamente aos níveis do controlo. Não se verificaram diferenças 
significativas nos níveis de expressão de NRF2 e MMP2, no entanto, verificou-se um 
aumento significativo de GLUT1 ao longo do tempo de hipóxia.  
Figura 3.101. Expressão relativa dos mRNAs correspondentes ao gene da Perxirredoxina I (PRDX 
I) e Peroxirredoxina II (PRDX II) em células MDA MB 231 não tratadas. As células MDA MB 231 com 
a depleção de ANXA2 (shRNA3 e 4) versus controlo shRNA scramble) foram cultivadas em placas de 60 mm sem 
tratamento e extraiu-se o RNA para posterior análise por qRT-PCR. Os valores obtidos foram normalizados com o 
gene housekeeping GAPDH. Os P-values representam a diferença dos níveis de expressão génica entre a depleção de 
ANXA2 (shRNA) e controlo (scramble). Os valores encontram-se expressos de acordo com a média +/- o desvio 
padrão com N=3. A análise estatística foi efetuada recorrendo ao teste t Student: *** P < 0,001. 



















As células A549 p36 shRNA3 e controlo foram expostas a um tratamento com 
400 μM de CoCl2 durante 3 horas e foram analisados genes como a ANXA2, de forma a 
verificar que as células continham a depleção da expressão génica como esperado, HIF-
2α e GLUT1 – figura 3.12. Os níveis de ANXA2 mantiveram-se baixos como seria de 
esperar. No entanto, verificou-se um aumento da transcrição de ANXA2 às 3h de hipóxia 
nas células controlo, sugerindo que a expressão que ANXA2 está a ser estimulada em 
condições de hipóxia. Comparando ambas as linhas (depleção de ANXA2 e controlo), 
verifica-se que as células A549 p36 shRNA3 não tratadas, exibem uma expressão de HIF 
2-α cerca de 3 vezes superior comparativamente ao controlo, sugerindo que a ANXA2 
Figura 3.11. Expressão relativa dos mRNAs em 
células HT1080 WT expostas a um tratamento de 
hipóxia (1.5% O2) versus não tratadas. As células 
HT1080 foram cultivadas em placas de 60 mm sem 
tratamento e extraiu-se o RNA para posterior análise por 
qRT-PCR. Os valores obtidos foram normalizados com o 
gene housekeeping GAPDH. Os P-values representam a 
diferença dos níveis de expressão génica entre a depleção 
de ANXA2 (shRNA) e controlo (scramble). Os valores 
encontram-se expressos de acordo com a média +/- o desvio 
padrão com N=3. A análise estatística foi efetuada 
recorrendo ao teste t Student: *** P < 0,001. 




poderá estar a interferir com a expressão de HIF 2-α mesmo em condições de normóxia. 
No entanto, após o estímulo hipóxico esta diferença é quase nula (3h) entre as células 
depletadas de ANXA2 e controlo.  
Relativamente a GLUT1, a depleção de ANXA2 parece afetar a sua transcrição 
durante a hipóxia, mantendo-a baixa pelo menos nas primeiras 3h de hipóxia. Apesar 
disso e à semelhança de resultados anteriores nas células HT1080 WT, verifica-se que 
nas células controlo (scramble) há um aumento acentuado da expressão de GLUT1 em 
resposta a condições de hipóxia. Como tal estas experiências necessitam de ser repetidas 
com intervalos de tempo mais longos para investigar se esta alteração é exclusivamente 
devida à depleção de ANXA2 que poderá estar a afetar um dos principais genes 
responsáveis pela ativação do mecanismo glicolítico. 
Todos os qRT-PCR foram normalizados com o gene housekeeping GAPDH.  
 
 
Figura 3.12. Expressão relativa dos mRNAs em células A549 depletadas em ANXA2 versus controlo 
expostas a um tratamento de hipóxia (1.5% O2). As células A549 depletadas em ANXA2 (shRNA3 e 4) versus 
controlo sshRNA scramble) foram cultivadas em placas de 60 mm sem tratamento e extraiu-se o RNA para posterior 
análise por qRT-PCR. Os valores obtidos foram normalizados com o gene housekeeping GAPDH. Os P-values 
representam a diferença dos níveis de expressão génica entre a depleção de ANXA2 (shRNA) e controlo (scramble); 
tratadas e não tratadas (NT). Os valores encontram-se expressos de acordo com a média +/- o desvio padrão com N=3. 
A análise estatística foi efetuada recorrendo ao teste t Student: *** P < 0,001. 





3.6 Análise dos níveis de ERO em células depletadas de ANXA2 
versus controlo  
 
De forma a investigar se a ANXA2 é importante na inativação de ERO em células 
cancerígenas durante a exposição a condições de hipóxia, foram analisados os níveis de 
ERO em células depletadas de ANXA2 e controlo – figura 3.13.. As células foram 
expostas a tempos diferentes de hipóxia e incubadas com diacetato de 2′,7′ 
diclorofluoresceína (DCFH-DA) [ver secção 2.4 de Material e Metódos].  
 
 
Figura 3.13. Medição da concentração de ERO pelo ensaio DCF-DA em células MDA MB 231, HT1080 e A549 
com knockdown para a ANXA2 (shRNA3 e 4) e respetivo controlo (shRNA scramble) sob condições de hipóxia. 
O ensaio foi realizado numa placa de 96 poços na qual metade foi utilizada para um tratamento de CoCl2 a 200 μM (MDA 
MB 231 e HT1080) e 400 μM (A549) em cada poço incubação de 30 minutos para as células MDA MB 231 e HT1080 e 3 horas 
para as células A549 . Para o ensaio DCF-DA foi inicialmente retirado o meio DMEM dos poços, lavaram-se as células com 
PBS e retirou-se novamente. Colocou.se 100 μL de PBS com Ca2+ e Mg2+ contendo 200 μM de DCF-DA em metade da placa, e 
a outra metade com 100 μL de PBS com Ca2+ e Mg2+ com 200 μM de DCF-DA e 200 μM de CoCl2 (MDA MB 231 e HT1080) e 
400 μM (A549). Incubou-se durante 30 minutos a 37°C em atmosfera húmida com 5% de CO2. Por fim foram medidas as 
respetivas fluorescências num espectrofotómetro (excitação a 492 nm e emissão a 530 nm). Os valores encontram-se 
expressos de acordo com a média +/- o desvio padrão. Os P-values representam a diferença d os níveis de ERO entre tratadas 
com DCF-DA (azul) e tratadas com DCF-DA + CoCl2 (laranja) com um nível de significância de 95 %. N=6. 
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Os resultados sugerem que, ao contrário do esperado, não se verificaram grandes 
diferenças na concentração de ERO entre células com e sem a depleção de ANXA2 não 
tratadas ou tratadas com CoCl2 nas três linhas celulares estudadas. No entanto, nas células 
MDA MB 231 depletadas de ANXA2, verificaram-se níveis de ERO um pouco mais 




























4. Discussão e Perspetivas Futuras 
 
Sabe-se que as células cancerígenas expressam tipicamente níveis mais elevados de ERO, 
o que lhes confere vantagem proliferativa e promove a progressão tumoral 97. O nosso 
laboratório identificou recentemente a ANXA2 como uma nova proteína com 
propriedades reguladoras via oxidação-redução e cujo papel é extremamente importante 
durante o stress oxidativo, e de forma particular, na sinalização celular promovendo a 
tumorigénese 42. O seu resíduo reativo Cys-8 é oxidado por H2O2, sendo reduzido 
novamente pelo sistema da tiorredoxina, o que permite que apenas uma molécula de 
ANXA2 inative várias moléculas de H2O2 participando desta forma em vários ciclos 
redox 36. 
Manter a homeostase, sobretudo no que toca aos níveis intracelulares de O2, é 
importante para a sobrevivência da célula pelo que uma simples mudança na pressão de 
O2 é o suficiente para que sejam ativados mecanismos que permitam que a célula se adapte 
a estas alterações. HIF tem um papel crucial nesta adaptação devido à sua capacidade 
transcricional que estimula a expressão de genes responsáveis por repor a homeostase 
através da vasodilatação, angiogénese, eritropoiese, invasão, bem como a ativação do 
mecanismo glicolítico 15.  
Como referido anteriormente, as PHD, necessitam de O2, 2-oxaglutarato e ferro 
(Fe II) para exercerem corretamente a sua função e levar HIF-α à degradação por via do 
proteossoma, o que faz com que estas proteínas sejam consideradas um dos maiores 
sensores de O2 intracelular 
45. O aumento dos níveis de ERO intracelular pode levar à 
oxidação do ião Fe2+ a Fe3+ inibindo a ação das PHD e consequentemente, o HIF-α não é 
degradado o que pode justificar a estabilização de HIF-α que se verifica nas Figuras 3.2 
a 3.7 da secção de Resultados 19,44,45. Curiosamente, esta estabilização foi mais 
significativa em células que apresentam a depleção de ANXA2 comparativamente com 
as células controlo. Uma possível explicação para este resultado é o facto da depleção de 
uma proteína antioxidante, como é o caso da ANXA2, poder levar a uma maior 
acumulação de ERO nas células depletadas desta proteína durante a hipóxia. Madureira 
et al. provou que células sujeitas a stress oxidativo apresentam mais ERO quando 
depletadas de ANXA2.  No entanto, os resultados obtidos neste trabalho não mostraram 
uma diferença significativa na concentração de ERO em células HT1080, MDA MB 231 
ou A549 depletadas de ANXA2 comparativamente com as células controlo durante a 




hipóxia. Por outro lado não podemos descartar a possibilidade da ANXA2 atuar 
diretamente noutras proteínas antioxidantes como uma proteína redutora, por exemplo 
prevenindo a oxidação das PHDs e do HIF e assim contribuindo para a degradação de 
HIF-α. Curiosamente, estudos revelaram que HIF-α apresenta duas cisteínas reativas 
(Cys-800 e Cys-533). A primeira é sensível a modificações redox que em conjunto com 
outros aminoácidos (Leu-795, Leu-818 e Leu-822) ajudam na estabilização e interação 
com a proteína p300 98–100. Alterações como estas foram significativamente atenuadas 
através de um tratamento com antioxidantes (como glutationa, vitamina C e E) em vários 
tipos de células 15. Estudos demonstraram que a Cys-800 de HIF-α era crucial para a sua 
atividade transcricional cujas mutações nesta região impedia este fator de exercer a sua 
função 101. O óxido nítrico, (nitric oxide, NO) é um regulador importante de proteínas que 
possuem cisteínas na sua constituição. Estudos revelaram que a Cys-533 de HIF- α  está 
depende da nitrosilação (adição de um grupo NO a tióis (ou metais)) para prevenir 
degradação deste fator sob condições de normóxia 99,102. Sendo que a ANXA2 também 
possui afinidade para interagir com cisteínas reativas coloca-se a seguinte hipótese:  
 
A oxidação da cisteína (Cys-533) de HIF-α leva a uma alteração da conformação 
da sua estrutura impedindo a ligação das PHD e FIH aumentando a estabilidade deste 
fator, logo, a proteína ANXA2 ao reduzir HIF-α permite que as PHD e FIH possam ligar-
se a HIF-α levando à sua degradação. 
Serão necessários outros estudos para investigar esta hipótese, e se a mesma 
correlaciona com o aumento da estabilização de HIF-α na depleção da nossa proteína de 
interesse (ANXA2), por exemplo, através de um ensaio de BIAM podemos comparar os 
níveis de oxidação de HIF-α em células com depleção e níveis normais de ANXA2. Os 
resultados obtidos neste trabalho sugerem que a presença de ANXA2 possui de facto um 
papel fundamental durante a hipóxia na regulação da degradação de HIF-α. Seria 
interessante investigar se existe, interação entre HIF-α e ANXA2 e perceber se o papel 
desta proteína antioxidante durante a hipóxia tumoral é de forma direta ou inversa com 
este fator de transcrição. Nas figuras 3.5 e 3.7 dos Resultados, experiências com as células 
A549 e HT1080 respetivamente mostram, pela primeira vez, a estabilização de HIF 2-α 
apenas em células depletadas de ANXA2. Foram realizadas incubações para HIF 2- α em 
células MDA MB 231, no entanto não se observou a estabilidade deste fator (data not 
shown). A maioria dos tumores sólidos apresentam regiões de hipóxia, devido à 




deficiência da vasculatura tumoral, cujo alcance de nutrientes e O2 é muito limitado. 
Nestes casos, os mediadores da resposta hipóxica (HIF – 1α e HIF - 2α) são fundamentais 
para a sobrevivência destas células 22.  
HIF 1-α é responsável pela indução da primeira fase da resposta hipóxica (< 24h 
) e HIF 2-α é responsável pela segunda fase considerada resposta crónica (24h -72h) 22. 
Holmquist-Mengelbier et al. mostraram que existe uma diminuição da expressão de HIF 
1-α em células de neuroblastoma após uma exposição prolongada a condições de hipóxia 
que leva a uma troca (switch) de HIFs que se verifica pelo aumento de expressão de HIF 
2-α. Neste trabalho apenas observamos estabilização de HIF 2-α em células aonde houve 
depleção de ANXA2. De acordo com os resultados de  Holmquist-Mengelbier et al. a 
estabilização de HIF 2-α ocorre de uma forma mais tardia comparativamente com HIF 1-
α e prolonga-se por períodos mais longos de hipóxia, quando a expressão de HIF 1-α já 
não é detetável. O mesmo estudo de Holmquist-Mengelbier et al. provou, através da 
inserção de um siRNA contra HIF 2-α, em ratinhos nude para células de neuroblastoma, 
que o volume dos tumores eram significativamente menores comparados a experiências 
nas quais depletaram HIF 1-α que não afetou o crescimento tumoral. 
Estudos de análise bioinformática verificaram que as proteínas HIF 1-α e HIF 2-
α apresentam 48 % de homologia. Embora HIF 1-α e HIF 2-α tenham genes alvo em 
comum (como é o caso de VEGF e GLUT1 importantes mediadores da ativação da 
angiogénese e mecanismo glicolítico, respectivamente), também existem genes únicos 
para cada HIF (por exemplo: HIF -1α: BNIP3 e P53 (apoptose), P21 e P27 (paragem do 
ciclo celular); HIF 2-α: inibição de P53, ativação de MYC (proliferação), CXCR4 
(metastização) e OCT3/4 (proliferação de células estaminais)) 22,103. Isto faz de HIF 1-α 
o mestre da regulação da resposta hipóxica devido à sua capacidade de induzir uma 
resposta angiogénica numa primeira fase, ou mesmo ativar mecanismos apoptóticos 
variando de célula para célula e de acordo com as mutações que cada uma apresenta. HIF 
2-α parece regular sobretudo uma resposta de adaptação e sobrevivência à hipóxia, 
conferindo o HIF 2-α um papel caracteristicamente oncogénico após longos períodos de 
exposição à hipóxia principalmente devido à forte expressão de VEGF associada à 
estabilização deste fator de transcrição em vários tipos de cancro particularmente em 
células de neuroblastoma 22,104.  
Relativamente ao padrão de expressão de mRNA, segundo a literatura este 
também varia de acordo com o tipo de célula, por exemplo: HIF 2-α é dominante (HIF 2-




α > HIF 1-α) no endotélio microvascular, fibroblastos de células pulmonares fetais, 
células de coriocarcinoma (que se forma durante a gestação, gravidez), hepatoma, 
carcinoma cervical e pouco expresso em outros tecidos como cérebro, pulmões, rins, 
pâncreas e intestino. O nível de expressão de mRNA do HIF 1-α apresenta-se sobretudo 
em células de fibrossarcoma, fibroblastos de células pulmonares de feto e um pouco 
distribuído por outros tecidos 105.  
Estudos revelaram também que os níveis de expressão de mRNA de HIF 1-α (mas 
não de HIF 2-α) diminuem com a exposição prolongada à hipóxia, o que foi consistente 
com os resultados de qRT-PCR realizados em células HT1080 - figura 3.11 106. Estes 
resultados – figura 3.11 – mostram não só uma diminuição gradual significativa de HIF 
1-α mas também uma tendência para aumentar os níveis de HIF 2-α sugerindo uma 
espécie de troca de HIFs em resposta à hipóxia que se verifica também a nível da proteína 
na figura 3.7. No entanto, os mecanismos que controlam diminuição/aumento de HIF 1-
α/ HIF 2-α não são conhecidos. Não se verificaram alterações nos níveis de expressão de 
NRF2 e MMP2. Uma possível explicação será devido ao tempo de hipóxia não ter sido 
suficiente para induzir a expressão destes genes. No entanto, estes resultados também 
revelam uma resposta rápida e significativa na transcrição de GLUT1, sugerindo que a 
ativação de um metabolismo glicolítico é uma das primeiras respostas das células 
cancerígenas ao stress hipóxico, como seria esperado. São necessários mais estudos 
sobretudo ao nível da proteína de forma a perceber se a estabilização de GLUT1 é um 
mecanismo necessário na ativação do mecanismo glicolítico numa fase precoce, ou tardia 
da resposta hipóxica, e repetir este ensaio com células depletadas de ANXA2 e perceber 
se esta está a interferir com a expressão destes genes (GLUT1, Nrf2, MMP2, HIF 1 –α 
HIF 2 - α ou mesmo VEGF). 
Nas células A549, foi possível fazer esta comparação – figura 3.12. Procurámos 
sobretudo por diferenças de expressão em HIF 2-α como verificámos nas experiências de 
western blotting. Quanto à expressão génica de HIF 2-α, os resultados do qRT-PCR 
mostraram diferenças sobretudo nas amostras não tratadas e depletadas de ANXA2 
comparativamente com as células controlo, aonde observamos uma expressão génica 
cerca de três vezes mais alta de HIF-2-α em células depletadas de ANXA2. Esta expressão 
parece diminuir às 3h de hipóxia, no entanto, as diferenças entre a depleção e o controlo 
de ANXA2 são quase nulas neste tempo de hipóxia. Tendo em conta que os resultados de 
qRT-PCR obtidos para as células HT1080 mostraram uma diminuição transiente da 




expressão de HIF-2-α às 3h de hipóxia e uma tendência para o aumento de expressão 
deste gene às 6h, concluímos que será necessário analisar a expressão de HIF-2-α para 
períodos mais longos de hipóxia (6h-24h). Quanto à expressão de GLUT1, observamos 
um aumento significativo de expressão deste gene em células controlo, sugerindo que a 
ANXA2 pode estar a contribuir para a indução de GLUT1, no entanto, serão necessários 
mais estudos de hipóxia para perceber se este aumento é superior em períodos 
prolongados de hipóxia.  
Como referido acima, VEGF e GLUT1 são alvos comuns de HIF-1-α e HIF-2-α. 
O VEGF é a molécula mais importante que medeia a sinalização responsável pela 
formação da vasculatura tumoral 22 o que me levou a investigar se a nível proteico, os 
níveis de VEGF poderiam ser influenciados pela depleção de ANXA2, tendo em conta as 
alterações registadas nos HIFs-α. Curiosamente nas células HT1080 e A549 verificou-se 
uma maior expressão de VEGF em células depletadas de ANXA2 comparativamente ao 
controlo (scramble). Nas células A549, após a elaboração da técnica de western blotting, 
as membranas foram incubadas com um anticorpo específico para VEGFD, uma molécula 
que pertence à família dos VEGFs cuja atividade promove a vasculatura linfática e 
metastização presente em alguns tipos de cancros inclusive pulmão e colorectal, mas cuja 
função tem sido pouco estudada até agora 95,96. Os resultados mostraram uma expressão 
de VEGFD significativamente mais elevada em células depletadas de ANXA2, tratadas 
e não tratadas, o que sugere evidentemente um papel da ANXA2 na regulação de VEGFD, 
sobretudo nas células A549 – figuras 3.5 e 3.8. Nas células HT1080, foi utilizado um 
anticorpo geral contra VEGF, pois VEGFD não foi detetado nestas células (figura 3.8), e 
verificou-se um resultado semelhante no qual a acumulação de VEGF foi mais visível em 
células depletadas em ANXA2 – figura 3.7. No entanto, anticorpos específicos contra as 
isoformas de VEGF (VEGF-A; B; C) são necessários para perceber qual é a isoforma cuja 
expressão está a ser aumentada nestas células (HT1080). Na literatura estão descritos 8 
resíduos de cisteínas na estrutura das proteínas VEGF 96,107 pelo que se colocam as 
seguintes questões: 
 Será algum(s) deste(s) resíduo(s) sensível à oxidação por ERO? Terá a ANXA2 
afinidade por este(s) resíduo(s) levando à sua redução? Estará esta modificação redox 
associada com a acumulação de VEGF?  
Serão necessários mais ensaios de forma a perceber de que maneira ANXA2 
poderá estar envolvida na acumulação de VEGF e por sua vez na angiogénese tumoral. 




Ensaios de BIAM usando células knockdown para a ANXA2 e controlo submetidas a 
hipóxia, irão permitir investigar se a ANXA2 tem algum papel na regulação redox de 
VEGF.  
Também seria interessante investigar se ANXA2 poderá estar relacionada com a 
ativação da angiogénese. Um ensaio interessante seria a angiogénese in vitro 108. Esta 
experiência tem como método o cultivo de células numa matrigel na qual verificaríamos 
após a adição ou repressão de um substrato (neste caso seria ANXA2) se verificaria a 
formação de uma estrutura tipo capilar e desta forma verificar se de facto ANXA2 é 
necessária para a angiogénese durante a hipóxia.  
A PRDX II é expressa em vários tipos de células e encontra-se sobretudo no 
citosol tal como a ANXA2 como referido anteriormente 42,109. Para além disso estas duas 
proteínas ligam-se a membranas de forma dependente de cálcio, localizam-se em lipid 
raft (aonde ocorre transdução de sinal) e fazem translocação para o núcleo em resposta a 
stress oxidativo. Em ambas as figuras 3.4 e 3.6 as células depletadas de ANXA2 
mostraram um aumento da PRDXII mesmo em amostras não tratadas. Acoplado a este 
aumento, também se verificaram alterações na estabilização de HIF 1-α quando surge este 
aumento da PRDXII, (p36 shRNA4) que parece estar a favorecer a degradação de HIF 1-
α. Este aumento de PRDX II verifica-se não só a nível da proteína como também a nível 
de expressão de mRNA – figura 3.10. Os níveis de PRDX I não sofreram alterações nas 
células depletadas de ANXA2 ou controlo como seria esperado, uma vez que não se 
observou diferenças a nível de expressão proteica da PRDX I em células MDA MB 231 
depletadas de ANXA2 comparativamente com células controlo (figura X) servindo de 
controlo negativo da experiência. No entanto, a expressão de mRNA de PRDX II aumenta 
significativamente em células depletadas de ANXA2. Estes resultados sugerem a 
possibilidade das células aumentarem a expressão da PRDXII para tentarem compensar 
a falta de ANXA2, possivelmente levando assim a um novo equilíbrio REDOX. 
O estudo do papel antioxidante da ANXA2 durante a hipóxia, em células HT1080 
WT, através do ensaio de marcação dos resíduos de cisteína reativos por BIAM revelaram 
de facto a alteração do estado redox de ANXA2 em exposição a condições de hipóxia (1 
% O2), apresentando-se inicialmente no seu estado reduzido em células não tratadas – 
figura 3.9. O padrão redox é visível durante a exposição à hipóxia sugerindo a reciclagem 
desta proteína durante a hipóxia. A análise dos níveis de ERO nas células MDA MB 231 
depletadas de ANXA2 versus controlo revelou de facto haver uma diferença significativa 
na acumulação intracelular de ERO. No entanto não se verificaram diferenças entre 




células não tratadas ou tratadas com CoCl2 nas 3 linhas celulares estudadas, 
possivelmente devido à toxicidade do CoCl2 que possa estar a causar alguma morte 
celular – figura 3.13. Estudos de viabilidade celular seriam esclarecedores para verificar 
a possível toxicidade do CoCl2. 
Com o objetivo de validar os resultados acima descritos, são necessárias medidas 
futuras aplicadas a várias linhas cancerígenas de linhas comerciais ou mesmo em 
amostras clínicas.  
Considerando que uma pequena fração de ANXA2 existe no núcleo é necessário 
investigar a interação entre ANXA2 e fatores de transcrição como HIF 1-α e HIF 2-α e 
seus alvos como VEGF e GLUT1 por exemplo, seria interessante através da co-
imunoprecipitação (Co-IP) verificar estas possíveis interações.  
Tendo em conta os resultados obtidos nas figuras 3.5 e 3.12 em células A549, 
seria curioso realizar novos qRT-PCRs com tempos de exposição à hipóxia mais 
prolongados e comparar com os níveis proteicos, de forma a perceber se a depleção de 
ANXA2 possa estar a afetar não só os níveis proteicos como também a nível 
transcricional genes como HIF 2-α e GLUT1. Estes resultados revelam que a hipóxia 
parece estar também a regular os níveis de ANXA2 pelo que seria necessário realizar, por 
exemplo, ensaios de ciclohexamida de forma a observar o tempo médio de vida da 
ANXA2 durante a hipóxia e de proteínas como HIF –α, GLUT1 e VEGF e perceber que 
ao eliminarmos a ANXA2 estamos a afetar a estabilidade de algumas destas proteínas e 
se existe alguma correlação com o tempo médio de vida de cada uma.  
O consumo de glicose é um processo biológico imprescindível para a sinalização 
celular, metabolismo e produção de energia. Através da glicólise e do ciclo de Krebs, a 
glicose é oxidada, libertando CO2, H2O e ATP. Este mecanismo é o principal mecanismo 
de obtenção de energia e compostos mantidos pelas células cancerígenas. Tendo em conta 
os resultados obtidos via qRT-PCR, seria curioso realizar ensaios de consumo de glicose 
e perceber se de facto a nossa proteína de interesse poderá estar a favorecer a glicólise. 
Um método muito simples de investigar o papel da proteína ANXA2 na glicólise seria, 
por exemplo, medir o consumo de glicose em células depletadas de ANXA2 vs controlo, 
após a adição de um substrato marcado, por exemplo, 2-deoxiglicose (2-DG), um 
composto estruturalmente muito similar à glicose, cujo importe para dentro da célula é 
reconhecido normalmente pelos transportadores de glicose (GLUT). Este composto é 
metabolizado em 2-DG-6-fosfato (2-DG6P) que se acumula nas células que pode ser 




detetado a uma absorvância de 412 nm (Glucose Uptake Assay Kit (Colorimetric)-
abcam). 
Nos tempos de exposição à hipóxia investigados, verificou-se a acumulação de 
HIF 2-α nas células depletadas deANXA2, mas não nas células controlo, pelo que seria 
interessante verificar se esta acumulação acontece num tempo de exposição mais longo 
(> 48h) nas células controlo e qual o seu efeito sob vias de proliferação e sobrevivência 
como PI3K/AKT, JNK e MAPK/ERK a longo termo. 
Seria interessante também repetir novos ensaios de BIAM com células depletadas 
de ANXA2 e observar o estado de oxidação/redução de proteínas como HIF- α e VEGF 
ao longo da hipóxia e perceber se de facto estas proteínas podem ser alvo de ANXA2. 
Para investigar o mecanismo compensatório de PRDXII em células depletadas de 
ANXA2, seria necessário por exemplo estabelecer várias linhas de cancro com a depleção 
de ANXA2, PRDXII ou ambas mediado pelo sistema de shRNA ou mesmo através da 
eliminação do gene (knockout) utilizando um sistema novo que utiliza a enzima cas-9 que 
cliva a cadeia dupla de DNA eliminando o gene designado por CRISPR (Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat). O aumento de PRDXII nas células 
MDA MB 231 é evidente na depleção de ANXA2. Nestes mesmos resultados, a 
acumulação de HIF 1-α diminui quando PRDXII aumenta em células depletadas de 
ANXA2. Estudar a possível interação entre ANXA2 e PRDXII é também importante, 



















Vários estudos têm demonstrado níveis elevados de ANXA2 em diversos tipos de 
cancro que estão positivamente relacionados com a progressão tumoral, resistência a 
radio e quimioterapia conferindo um mau prognóstico da doença. Contudo são 
necessários mais estudos para elucidar os mecanismos de ação de ANXA2 sobretudo o 
seu papel tumoral que até agora foi pouco estudado. 
O crescimento descontrolado de células cancerígenas leva a um afastamento da 
vasculatura e limitação ao acesso de oxigénio e nutrientes. O stress hipóxico a que estas 
células estão sujeitas gera por sua vez uma disfunção mitocondrial que leva à produção 
de radicais livres (ERO). Estas espécies são por sua vez responsáveis pela estabilização 
do fator mais importante que medeia a resposta hipóxica –HIF.  
A função antioxidante de ANXA2 recentemente descrita pelo nosso laboratório 
levou-nos a investigar o seu papel durante a hipóxia e nas vias de sinalização ativadas por 
ela, em células cancerígenas e relação com o fator de transcrição (HIF) principal 
responsável pela resposta hipóxica. Os resultados sugerem que durante a depleção de 
ANXA2, há uma acumulação mais significativa de HIF 1-α em células HT1080 e MDA 
MB 231 e de HIF 2-α em células A549. 
Também se observou um aumento da expressão de PRDX II em células MDA MB 
231 depletadas de ANXA2, no entanto este foi independente dos mecanismos de hipóxia. 
Um outro mecanismo alterado pela depleção de ANXA2, foi a produção de VEGFD em 
células A549, um dos principais alvos de HIF-α que conduziu a um resultado inesperado: 
a depleção de ANXA2 favoreceu a acumulação de VEGFD, mesmo em células não 
tratadas, comparativamente ao controlo.  
Estes resultados demonstram que a hipótese foi comprovada e que as capacidades 
de ANXA2 vão muito além daquilo que sabemos, sugerindo que a ANXA2 poderá 
surpreendentemente ter um papel ambíguo atuando como oncogénica sob certas 
condições mas também supressora de algumas vias. 
Os nossos resultados contribuem para um melhor conhecimento da atividade 
redox de ANXA2 em células cancerígenas. O desenvolvimento de estratégias de 
investigação estão a decorrer para validar e desenvolver estes resultados como descrito 
acima.  




O trabalho desenvolvido nesta tese contribuiu para o poster em Anexo IV que foi 
apresentado no segundo congresso internacional da Associação Portuguesa de 




“Cancer is only going to be a chapter in my life and not the whole story” 
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 Microscópio invertido Primo Vert (Zeiss)  
 Câmara de Fluxo Laminar Microflow® Biosafety Cabinet Class II (Astec)  
 Centrífuga Himac CT6EL (Hitachi)  
 Centrífuga refrigerada Heraeus™ Fresco 17 Centrifuge (Thermo Scientific)  
 Banho-maria SHEL LAB Digital Water Bath (Sleldon MFG Inc.)  
 Incubadora Forma™ Series II Water-Jacketed CO2 Incubators (Thermo Scientific)  
 Dry Block Thermostat Bio TDB-100 (Biosan)  
 Power PacTM (Biorad)  
 Incubadora Forma™ Series II Water-Jacketed CO2 Incubators (Thermo Scientific)  
 Espectrofotómetro NanoDrop2000c (Thermo-Scientific)  
 Agitador de placas VWR® Mini Blot Mixer  
 Equipamento ChemiDoc™ XRS (BioRad)  
  Microscópio eletrónico invertido com câmara incorporada Axio vert 40 CFL (Zeiss)  
 Leitor de microplacas Infinite® M200 (Tecan)  
 Balança analítica Acculab ALC 210.4 (Sartorius group)  
 
Gel de corrida Stacking gel 
(acrilamida:bisacrilamida) % 10 % 12% acrilamida:bisacrilamida) 
% 
5 % 




2 mL 2,4 mL 40% de 
acrilamida:bisacrilamida 
(29:1)  
312,5 μl  
Água destilada 2,9 mL 2,5 mL Água destilada 1,8 mL 
10 % de SDS 80 μL 80 μL  10 % de SDS 25 μL  
25% de Persulfato de 
Amónia  
(APS) 









Tabela I. Descrição/composição de géis para SDS-PAGE. 







Soluções Tampão para SDS-PAGE 
10 X Tampão de corrida (stock) 
- 250 mM Tris base 
- 2.5 M glicina 
- 1 % SDS 
(A corrida dos géis foi feita com 1x de tampão de corrida) 
 
10 X Tampão de Transferência (stock - sem metanol) 
- 250 mM Tris base 
- 2 M glicina 
(A transferência foi realizada utilizando o tampão mencionado acima a 1x com 20% de 
metanol por unidade de volume) 
 
4 X loading buffer de proteínas 
- 8 % SDS 
- 120 mM Tris pH 6.8 
- 20 % glicerol 
- 0.02 % azul de bromofenol 
- 20 % β-mercaptoetanol 
 
20 X TBS  
- 400 mM Tris pH7.5 
- 2.4 M NaCl 
(As soluções de trabalho de TBS-T a 1x (1x TBS + 0.1% tween 20) foram utilizadas 






Tampão de Lise Tampão de Lise para BIAM 
50 mM Tris pH 7.5 0.2% Triton X-100 
150 mM NaCl, 0.1% Deoxicolato de Sódio 
1% NP40 50 mM Tris pH 7.5 
5 mM EGTA 150 mM NaCl 
0.1% Deoxicolato de Sódio 2 mM EGTA 
1:200 cocktail de inibidores de proteases 
(SIGMA, ref: P2714-1BTL) 
1:200 cocktail de inibidores de proteases 
(SIGMA, ref: P2714-1BTL) 
1 mM NaVO4 1 mM EDTA 
10 mM NaF 10 mM NaF 
 2.5 mM NaVO4  
Tabela II. Descrição/composição dos tampões de lise. 






Composição da solução ECL (enhanced chemiluminescence) 
 
Solução I: 
- 20 ml 1 M Tris, pH 8.5 (100 mM Tris pH 8.5) 
- 2 ml luminol (2.5 mM luminol) 
- 889 l ácido p-cumárico (360 uM ácido p-cumárico) 
- 178 ml H2O 
Solução II: 
- 20 ml 1 M Tris, pH 8.5 (100 mM Tris pH 8.5) 
- 180 ml H2O 
- 123 l 30% H2O2 (0.0185 % H2O2) 
(As soluções de trabalho (ECL) foram preparadas com uma diluição de 1:1 das soluções 
I e II, na ausência de luz). 
 
Soluções stock: 
- 250 mM luminol em DMSO 
- 90 mM ácido p-cumárico em DMSO 
- conservar a 4ºC 
 
Químicos: 
- p-Coumaric acid - Sigma C-9008 
- 5-Amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazidedione (3-aminophtalhydrazid) = Luminol - 
Sigma A-8511 
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